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Resumen

Las moléculas heterobivalentes radiomarcadas han mostrado ser una estrategia adecuada para
obtener imagenes del tumor de manera sensible, especifica y no invasiva debido a que
interacttian concomitantemente con diferentes blancos moleculares sobre la célula tumoral.
Una de las caracteristicas fenotipicas de las células de cancer de mama es la sobre-expresion
de receptores de membrana que regulan el comportamiento celular. Entre estos receptores se
encuentran el receptor del péptido liberador de gastrina (GRPR) y el receptor de folatos (FR),
los cuales al unirse con alta afinidad a la Bombesina y acido félico/folato respectivamente,
producen respuestas celulares que favorecen el crecimiento y proliferacion celular. El
objetivo del presente trabajo fue sintetizar y caracterizar quimicamente los conjugados
heterobivalentes  Lys!(a,y-folato)Lys*(*®Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) 'y  Lys}(a,y-
folato)Lys®(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14), con la finalidad de evaluar tanto in vitro como
in vivo su potencial como radiofarmacos heterobivalentes para diagnéstico y/o tratamiento
de células de cancer de mama +GRPR y +FR. Adicionalmente, se evalu6 el potencial de
Lys!(a,y-folato)Lys3(**"Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) para medir la actividad metabdlica
de dichas células a través de imagenes SPECT. Para obtener a los conjugados Lys*(a,y-
folato)Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys*(a,y-folato)Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14),
los péptidos Lys'Lys](HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys'Lys3(DOTA)-Bombesina (1-14) se
conjugaron a acido félico mediante un enlace amida. Los productos se purificaron por HPLC
de exclusion molecular y se caracterizaron por espectroscopia UV-Vis, IR-FT y
espectrometria de masas MALDI-TOF. El radiomarcado de Lys*(a,y-folato)Lys}(HYNIC)-
Bombesina (1-14) con %®™Tc se realiz6 con EDDA/tricina como coligantes y SnCl> como

agente reductor. Para el radiomarcado de Lys*(o,y-folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14)



con Y7Lu, se utilizd Y’LuCls diluido con buffer de acetato 1 M a pH=5. La pureza
radioquimica se evalué en un HPLC en fase reversa. Se evalud la estabilidad de los
conjugados heterobivalentes Lys!(a,y-folato)Lys*(*™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) vy
Lys(o,y-folato)Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) en suero humano. Se determiné la
afinidad de los conjugados heterobivalentes a la proteina recombinante GRPR y a la proteina
humana FR. La captacion in vitro se evaluo en células de cancer de mama T47D (+GRPR 'y
+FR). La biodistribucion y captacion en el tumor se determinaron en ratones atimicos con
tumores inducidos T47D. Para evaluar la especificidad de los conjugados heterobivalentes,
tanto en los estudios in vitro como in vivo se blogquearon los receptores GRPR y FR. Los
estudios de imagen en ratones atimicos con tumores T47D se obtuvieron con un micro-
SPECT/CT. La actividad metabolica del tumor se determind a partir de imagenes SPECT/CT
utilizando Lys(o,y-folato)Lys*(*™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) y se comparé con 8F-
FDG y ®™Tc-Folato. Se estimd la dosis absorbida en el tumor, rifion, higado y pancreas a
partir de la actividad acumulada en la region de interés. Los resultados obtenidos en los
estudios in vitro e in vivo se compararon con sus respectivos mondémeros Lys!Lys3(**"Tc-
HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys'Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14).

Los estudios espectroscopicos y el analisis por HPLC indicaron que los conjugados
heterobivalentes se obtuvieron con alta pureza quimica y alta pureza radioquimica (>95%).
Los conjugados heterobivalentes Lys*(a,y-folato)Lys3(**"Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) y
Lys!(a,y-folato)Lys3(}’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) mostraron alta estabilidad en suero
humano con 2% de union a proteinas a las 2 h de incubacién. Ambos conjugados mostraron
alta afinidad a la proteina recombinante del GRPR y a la proteina humana del RF. Los

estudios in vitro mostraron que los conjugados heterobivalentes tienen reconocimiento



especifico a las células de cancer de mama T47D +GRPR y +FR, y mostraron un incremento
en la captacion debido al efecto concomitante entre la union Bombesina-GRPR- y Folato-
FR. Los estudios de biodistribucion de los conjugados heterobivalentes en ratones atimicos
con tumores inducidos T47D, mostraron alta captacion en el tumor con alto contraste en las
imagenes SPECT/CT. Lys'(a,y-folato)Lys3(*®*Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) permiti6
evaluar a través de imagen la actividad metabdlica del tumor. El compuesto Lys'(a,y-
folato) Lys®(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) mejoro la dosis absorbida al tumor debido a la
unién concomitante de Bombesina-GRPR y Folato-FR.

Este estudio demostrd que los conjugados heterobivalentes Lys(a,y-folato)Lys*(®*™Tc-
HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys(a,y-folato)Lys}(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14)
mejoran la deteccion de células de cancer de mama +GRPR y +FR, por lo que, pueden ser
utilizados para el diagndstico y/o tratamiento de tumores de mama que sobre-expresan

GRPR Yy FR.



Summary

The radiolabelled heterobivalent molecules have showed to be an important strategy for
specific, sensitive, and noninvasive tumor imaging due to interact concomitantly with
different targets on tumor cells. One of the phenotypic characteristics of breast cancer cells
is the overexpression of membrane receptors, such as gastrin-releasing peptide receptor
(GRPR) and folate receptor (FR), which binding to Bombesin and folic acid with high affinity
to produce cellular responses that favor the growth and proliferation cell.

The aim of this work was to synthesize and carry out the chemical characterization of the
Lys!(a,y-folate)Lys}(®*™Tc-HYNIC)-Bombesin  (1-14) 'y  Lys*(a,y-folate)Lys*(*""Lu-
DOTA)-Bombesin (1-14) heterobivalent conjugates, with the purpose to evaluate their
potential as heterobivalent radiopharmaceuticals for diagnosis and / or treatment of breast
cancer cells +GRPR and +FR. Adiotionally, Lys*(a,y-folate)Lys*(**"Tc-HYNIC)-Bombesin
(1-14) potential was evaluated for measurement metabolic activity.

To obtain Lys!(a,y-folate)Lys](HYNIC)-Bombesin (1-14) and Lys*(a,y-folate)Lys*(DOTA)-
Bombesin  (1-14), the peptides Lys'Lys®(HYNIC)-Bombesin  (1-14) and/or
Lys'Lys*(DOTA)-Bombesin (1-14) was conjugated to folic acid. The reaction mixture was
purified using size exclusion HPLC and UV-Vis and IR-FT spectroscopy and MALDI-TOF
mass spectrometry were used for chemical characterization. *™Tc labelling of Lys!(o,y-
folate)Lys*(®*™Tc-HYNIC)-Bombesin (1-14) was performed using EDDA/tricine as
coligands and SnCl. as reducing agent. ’Lu labelling of Lys*(a,y-folate)Lys®(*""Lu-
DOTA)-Bombesin (1-14) was carried out by adding ’LuCls to the Lys!(a,y-
folate)Lys*(DOTA)-Bombesin (1-14) in 1M sodium acetate buffer pH 5 and incubated at 92

°C during 20 min. Radiochemical purity was determined by reversed-phase HPLC. Stability



in human serum was evaluated and in vitro affiny studies were carried out in gastrin-releasing
peptide receptor recombinant protein or purified human folate receptor protein. The in vitro
uptake was evaluated in T47D breast cancer cells (+GRPR y +FR). The biodistribution and
tumor uptake were acomplished in athimic mice with T47D tumors. Molecular images in
athymic mice with T47D-induced tumors were obtained with micro-SPECT/CT. Tumor
metabolic activity was determined from SPECT / CT images using Lys* (o, y-folate) Lys®
(**"Tc-HYNIC) -Bombesin (1-14) and compared with 8F-FDG and **"Tc-Folate. Absorbed
dose in the tumor, kidney, liver and pancreas were estimated. The in vitro and in vivo results
were compared with Lys'Lys3(**"Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) and Lys'Lys*(*’Lu-
DOTA)-Bombesina (1-14). Spectroscopic studies and HPLC analyses indicated that the
radioconjugate was obtained with high chemical and radiochemical purity (>95%). The
Lys!(a,y-folate) Lys}(®*™Tc-HYNIC)-Bombesin  (1-14) and Lys'(a,y-folate)Lys*(*""Lu-
DOTA)-Bombesin (1-14) heterobivalent conjugates showed high stability in Human serum
with 2% of binding protein at 2 h incubation. Both conjugates showed high affinity to the
GRPR recombinant protein and FR human protein. In vitro results showed that heterobivalent
conjugates have specific binding recognition by T47D breast cancer cells (+GRPR and +FR)
and showed an increase in tumor uptake, due to concomitant effect produced by the
Bombesin-GRPR and Folate-FR interactions. Biodistribution studies showed high tumor
uptake with high contrast for SPECT/CT images. Lys!(o,y-folate)Lys3(*®*"Tc-HYNIC)-
Bombesin (1-14) allowed to evaluate tumor metabolic activity using SPECT/CT imaging .
Lys!(a,y-folate)Lys}(*""Lu-DOTA)-Bombesin (1-14) improved the absorbed dose to the

tumor due to the concomitant effect between Bombesin-GRPR y Folate-FR.



This study demonstrated that the use of Lys!(a,y-folate)Lys®(**™Tc-HYNIC)-Bombesin (1-
14) and Lys'(a,y-folate)Lys*(*"’Lu-DOTA)-Bombesin (1-14) improve the recognition of
breast cancer cells +GRPR and +FR and can be used as heterobivalent radiopharmaceuticals
for diagnosis and / or treatment of breast cancer cells that overexpress GRPR and FR.
Adiotionally, Lys*(a,y-folate)Lys3(®®*™Tc-HYNIC)-Bombesin (1-14) has the potential to

evaluate tumor metabolic activity.



1. Antecedentes

1.1 Imagen molecular con radiofarmacos

Las técnicas de imagen molecular, como SPECT y PET, tienen la habilidad de detectar y
medir cuantitativamente, de manera no invasiva, eventos biologicos a nivel celular y
molecular (expresion génica, el trafico de proteinas, actividad metabdlica, actividad
enzimatica, etc.) en humanos y otros seres vivos [1]. Dichos eventos pueden estar directa o
indirectamente relacionados con procesos fisiopatologicos o cancer. La visualizacion de
estos eventos requiere de sondas especificas (algunas veces llamadas trazadores debido a las
cantidades sub-farmacoldgicas utilizadas) que proporcionen una sefial analitica, la cual es
detectada por un método particular para dar como resultado una imagen en 2D o 3D [2]. Para
las técnicas de imagen SPECT y PET, se utilizan radiofarmacos de tercera generacion
caracterizados por usar agentes quelantes bifuncionales que coordinan metales radiactivos y
unen mediante enlaces covalentes a moléculas bioldgicas que transportan al radiontclido a
sitios especificos de las células (como receptores de membrana) [3]. En el caso de SPECT,
el ®°™Tc es el radiontclido mas utilizado en el disefio y sintesis de radiofarmacos con fines
de diagnéstico (Figura 1.1), debido a que su emision gamma (y: 140.5 keV) permite una
adecuada calidad de imagen que facilita el diagnostico, su tiempo de vida media (t;/,: 6.05
horas) que favorece la eliminacion réapida del cuerpo después de la administracion del
radiofdrmaco generando dosis relativamente bajas al paciente y a su facil disponibilidad

debido al bajo costo de los generadores “°*Mo-**"T¢ [4,5].
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Figura 1.1. Esquema de decaimiento del *™Tc

Dependiendo de la aplicacion, los radiofarmacos de tercera generacion pueden utilizarse
como agentes de diagndstico 0 como agentes terapéuticos, los cuales dependeran del tipo de
radionuclido utilizado en su disefio. En general, las caracteristicas de los radiofarmacos deben
ser tales que aporten la maxima eficiencia para el diagnostico o tratamiento mientras que la
dosis administrada sea la minima posible [6]. Algunas de las caracteristicas que se deben
considerar para el disefio y desarrollo de radiofarmacos son: la farmacocinética, la seleccion
del blanco molecular y la seleccion de molécula de reconocimiento especifico (biomarcador).
Por ejemplo, la modificacion de las propiedades farmacocinéticas del trazador se pueden
alcanzar al modificar la quimica del complejo quelante-metal y/o region de enlace del
biomarcador, la introduccion de coligantes en la esfera de coordinacion del metal, o la
insercion de un linker. Todos estos factores modifican el tiempo de retencion del
radiofarmaco en sangre, la cinética de interaccién del biomarcador con el receptor y la ruta
de excrecion. Para imagen molecular, el radiofarmaco debe tener su méxima captacion en la
region blanco en el menor tiempo posible con una sefial/ruido adecuada. Para imagen y
terapia molecular, el tiempo de residencia del trazador en sangre debe ser minimo, pero, debe

ser suficiente como para que el radiofarmaco llegue al sitio especifico. Por ultimo, es



necesario que el agente tenga una alta excrecion renal para minimizar la acumulacion de la

radiactividad en el tracto gastrointestinal [7].

1.2 Terapia dirigida con radionuclidos

La terapia dirigida con radiondclidos tiene el objetivo de producir un efecto terapéutico en
tejidos blanco y reducir la toxicidad producida por la radiacion en los tejidos sanos mediante
la administracion de moléculas bioldgicas radiomarcadas con radionuclidos emisores de
particulas cargadas [8].

Un radiofarmaco con fines terapéuticos utiliza radiontclidos emisores de particulas a, By €
Auger con energias desde unos pocos eV hasta 9 MeV (Tabla 1.1)[9]. El efecto terapéutico
producido por las particulas cargadas dependerd de la energia depositada durante su
trayectoria en el tejido y de la respuesta a la radiacion de los tejidos. La ventaja que tiene la
terapia dirigida con radionuclidos con respecto a la radioterapia de haz externo, es que las
particulas se detienen abruptamente dentro del tejido blanco y depositan de manera selectiva
la mayor parte de su energia en areas pequefias minimizando la dosis de radiacion en tejido
sano.

Tabla 1.1. Caracteristicas generales de radionuclidos terapéuticos

Decaimiento Particulas emitidas por E (min)-E(max) Alcance LET
radiactivo decaimiento (#)
Particulas o Nucleo de Helio (1) 5-9 MeV" 40-100 um ~ 80 keV/ um
Particulas Electrones energéticos 50-2300 keV*  0.05-12mm  ~ 0.2 keV/ um
e” Auger Electrones energéticos eV-kev" 2-500 mm ~4-26 keV/ um

'NUmero de particulas emitidas por decaimiento del atomo
H Monoenergético
* Distribucién de energia continua

La distancia que recorren las particulas a, B y ¢ Auger en el medio, corresponde con el
tamano de dichas particulas, por ejemplo, las particulas beta tienen un alcance en el tejido de

hasta 12 mm, lo que puede ser equivalente a 100 diametros celulares (Figura 1.2). Estas
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particulas pueden perder y depositar su energia cinética total o parcialmente durante su
trayectoria, lo que permite la eliminacion de células que se encuentran adyacentes a la célula
que tiene unido el radiofarmaco. Este efecto es mejor conocido como “irradiacion de fuego
cruzado” (Figura 1.3)[10].

A largo de la trayectoria de las particulas a, B y ¢ Auger en el medio se pueden generar
diferentes densidades de ionizacion que dependen de la energia y de la velocidad de la
particula y del nimero atomico del medio. Las particulas a son consideradas altamente
ionizantes asi como los e- Auger, ya que estos forman clusteres con alta densidad de
ionizacion, mientras que las particulas  son consideradas poco ionizantes, por lo que, su
eficacia terapéutica implica alta concentracion del radionuclido dentro del tejido blanco
(Figura 1.4) [11]. Con el fin de determinar el efecto bioldgico de la radiacidn ionizante, se ha
introducido el concepto de transferencia lineal de energia (LET), el cual es una aproximacion
usada para estudiar la distribucion espacial de la ionizacion y excitacion producidos a los
largo de la trayectoria de la radiacion ionizante. Este asume que la energia se deposita de
manera continua y progresiva a través de la materia y se expresa como la relacién que hay
entre la energia liberada por la radiacion ionizante en cierta distancia (keV/um) [12]. Muchos
de los radiondclidos utilizados para terapia, tales como 31, 20y, 177Lu, 188Re, 18Re, 0 %’Cu,
emiten radiacion de bajo LET de 0.2 keV/um en forma de particulas B, electrones de

conversion interna, asi como también rayos X y gamma [10].|
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Figura 1.2. Alcance de las particulas a, 8 y e Auger relativa al didmetro celular.

Auger electrons

LET: 0.2 keV/pm LET: 4-26 keV/pm LET: 50-230 keV/um
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Figura 1.4. Densidad de ionizacion de las particulas o, £y e’/Auger.
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El ¥Lu es un radiontclido emisor de particulas cargadas que es utilizado en terapia
molecular debido a sus propiedades de emision (Figura 1.5). El Y’Lu emite particulas B
negativas con energias maximas de 498 keV y 133 keV con un alcance de penetracion en el
tejido de 1.7 mm y 0.23 mm, respectivamente; lo que favorece el deposito de su energia en
volimenes pequefios como micrometastasis. Cuando el */Lu esta unido a un blanco
molecular a través de una molécula con reconocimiento especifico, el alcance de la particula
B (0.23 mm) es ideal para depositar la energia en cada célula blanco con diametro promedio
de 0.02 mm. La dosis absorbida al ndcleo de la célula estimado es 0.075 mGy por
desintegracion que ocurre en la membrana de la célula y 0150 mGy por desintegracion en el
citoplasma [13]. El 7Lu también emite fotones y con energias de 113 keV (6.6%) y 208
keV (11%) apropiadas para la adquisicion de imagenes in vivo en equipos SPECT y para la
realizacion de estudios dosimétricos personalizados, previos a la terapia con radionuclidos,
que permiten establecer la dosis maxima tolerable para un determinado radiofarmaco de
Y7_u a partir de imagenes del paciente. Las emision By y del *’Lu son importantes para el

desarrollo de agentes terandsticos [14,15].

177Lu
(Qg =0.4971 MeV)
T,=6.716
0.32132
0.11295
9.7%
0.24967
177Hf 0

Figura 1.5. Esquema de decaimiento de *"’Lu.
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El término teranostico se refiere a estructuras quimicas o nanoplataformas con vectores
moleculares de reconocimiento especifico que incorporan funciones de diagnostico y terapia
de forma simultanea. Estas moléculas pueden ser utiles en el seguimiento de la progresion de
la enfermedad y en la evaluacion de la respuesta a la terapia [13].

Nanoparticulas conjugadas a péptidos y marcadas con 1'’Lu, se han considerado como una
nueva clase de radiofarmacos terandsticos. Estos sistemas multifuncionales contienen al
agente quelante bifuncional DOTA, el cual es capaz de formar complejos con %8Gay ’Lu,
los cuales pueden usarse para la identificacion de tumores y monitorear el tratamiento a través
de imagen PET/SPECT e imagen Optica utilizando las propiedades fluorescentes de las
nanoparticulas, y se pueden utilizar para terapia de blancos moleculares debido a la emision
B del ¥"Lu [13,16]. Recientemente, sistemas multifuncionales de dendrimeros conjugados a
DOTA, Bombesina y acido folico y con nanoparticulas de oro en su cavidad dendritica han
mejorado la deteccion de células positivas a receptores GRPR y FR y sus propiedades
teranosticas cuando se marcan con %®Ga y Y’Lu. En este caso particular el Lu-177 también
se utiliz6 para obtener imagenes por luminiscencia Cerenkov [16]. Dicha modalidad se
origina por la deteccion de fotones con longitudes de onda entre 350-900 nm emitidos por
efecto Cerenkov, el cual se produce cuando una particula cargada atraviesa el medio con una
velocidad mayor que la velocidad de propagacion de la luz en ese medio, generando fotones
con longitudes de onda entre 350-900 nm debido a la excitacién que produce la polarizacién
de los atomos del medio[17,18].

Al igual gue los nanosistemas, estructuras quimicas como DOTAGA-FFK(Sub-KuE)-PSMA
han mostrado potencial para formar moléculas teranosticas con rapida farmacocinética y alta

afinidad a PSMA utilizando %Ga y "’Lu. El compuesto %8Ga-DOTAGA-FFK(Sub-KUE)-
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PSMA generd imagenes PET con alto contraste de cancer metastasico de prostata y fue dtil
para la estratificacion y seguimiento de los pacientes sometidos a terapia con 7’Lu-
DOTAGA-FFK(Sub-KUuE)-PSMA, mientras que su contraparte 1’’Lu-DOTAGA-FFK(Sub-
KUE)-PSMA mostré caracteristicas de deteccion y retencion adecuadas para tratamiento, asi
como alta efectividad terapéutica sin efectos secundarios detectables, lo que califico a
8Ga/t’Lu-DOTAGA-FFK(Sub-KUE)-PSMA como agente terandstico para cancer
metastasico de prostata [19,20].
1.3 Efectos bioldgicos de la radiacion ionizante

La radiacién ionizante produce efectos bioldgicos a través de dos mecanismos: el directo e
indirecto. El efecto directo involucra reacciones de oxidacion de un electron mientras que el
efecto indirecto es mediado por la disociacion del agua, permitiendo la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como: radicales de superdxido (03 ), peréxido de
hidrogeno (H20.) y radicales hidroxilo (OH) y especies reactivas de nitrogeno (RNS) como:
peroxinitrato (ONO3) y 6Oxido nitrico (NO). A diferencia de ‘OH que es una especie muy
reactiva y se difunde hasta 4 nm, el ONO; puede difundirse facilmente dentro de las células
y en su forma protonada (ONOH) puede causar dafio en el ADN, muerte celular asi como
peroxidacion de proteinas y lipidos [12,21].

En el ADN se han identificado diferentes tipos de dafio como: rompimientos de una sola
cadena y de doble cadena, dafos en las bases nitrogenadas, crosslinks ADN-ADN y ADN-
proteina, aberraciones cromosomicas. Estas lesiones al no ser reparadas dan como resultado
la muerte celular a través de apoptosis o catastrofe mitética. Sin embargo, no todas las

lesiones sin reparar son letales para la célula, ellas pueden pasar a las células hijas y dar lugar
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a mutaciones, inestabilidad genémica y eventualmente al desarrollo de cancer (Figura 1.6)

Direct effect
' Irradiation
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Figura 1.6. Lesiones inducidas en el ADN por la radiacién ionizante y efectos biol6gicos en la

célula.

El dafio en el ADN activa a las enzimas serina/treonina proteina cinasa ATR, las cuales
activan las proteinas involucradas en el control del ciclo celular y reparacion del ADN.
Dependiendo del grado de dafio y de la capacidad de reparacion de las células, el resultado
puede ser la muerte o sobrevivencia celular. En general, la apoptosis en tumores solidos es
casi nula, debido a que p53 esta mutado, las proteinas pro-apoptoticas (tales como BAX 'y
APAF1) estan inactivadas, o las proteinas anti-apoptoticas (BCL2 y survivina) estan sobre-
reguladas. Por lo que, la muerte celular en tumores sélidos debido a la exposicion a la
radiacion ocurre durante la mitosis o senescencia. Se ha demostrado que la radiacion puede
activar receptores de factores de crecimiento (ERBB), receptores de muerte celular
(FAS/CD95, DR5/TRAIL), la enzima esfingomielinasa acida, y otras tirosinas-cinasas
localizadas en la membrana plasmatica. Después de la activacion, estas modulan rutas de

sefializacion citosélicas como la ruta proteina-quinasa activada por mitégenos ERKS5,
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ERK1/2, p38 JNK1/2 y AKT/PI3K que pueden promover la muerte celular via JUNK1/2,
sobreviviencia celular a través de ERK1/2, AKT o la apoptosis mediada por ceramidas [10].
Otro de los blancos de la radiacion ionizante es la mitocondria, donde la interaccion de ROS
y NO produce un cambio en el potencial de la membrana mitocondrial dando lugar a la
liberacion de proteinas pro-apoptoticas como citocromo C y factores de induccion de
apoptosis. Las especies reactivas de oxigeno como O3 , también contribuyen al stress
oxidativo intracelular, el cual produce deleciones en el ADN mitocondrial. Cuando estas
deleciones involucran genes que codifican ATPasa mitocondrial, complejo | desidrogenasa
NADH y al citocromo oxidasa C, dan lugar a defectos en el metabolismo mitocondrial y en
la eficiencia de reparacion del ADN asi como también incremento en el nivel de ROS [22].
El efecto bioldgico de la radiacion depende de la tasa de dosis absorbida, la oxigenacion del
tejido, del volumen de tejido irradiado y de la respuesta celular a la radiacion, la cual es
altamente dependiente del tejido irradiado y del microambiente.

Varios de los efectos bioldgicos de la radiacion ionizante no sélo se restringen a las células
que son directamente irradiadas o células blanco sino que también, puede dafar a células
vecinas al tumor que no son irradiadas. Este efecto es mejor conocido como efecto bystander,
en el cual las células irradiadas liberan sefiales de estrés que producen en las células no
irradiadas una respuesta bioldgica similar a la respuesta biologica asociada con la exposicion
directa a la radiacion ionizante [23].

La célula responde a la radiacion ionizante al producir una respuesta bystander a través de
dos rutas principales. Una involucra la comunicacién célula-célula a través de las uniones de
tipo gap y la segunda involucra la liberacion de sefiales en la matriz extracelular (Figura 1.7).

Los macréfagos pueden ser importantes mediadores los cuales en respuesta al dafio
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producido en el tejido irradiado liberan sefiales bystander que afectan a las células no
irradiadas [24]. Se ha demostrado que el efecto bystander produce mutaciones, efectos
clastogénicos, muerte celular o apoptosis mediante la liberacion de mediadores de estrés
como ROS, RNO, citosinas (interleucinas 8, interleucinas 6, factor de necrosis tumoral, e
interleucina-33), Ca®*, ADN extracelular (eccDNA), los cuales inducen estrés oxidativo en las
células no irradiadas, o bien; pueden activar células inmunes (macréfagos y linfocitos T) que
participan en la respuesta inflamatoria y en la produccion de ROS y NO que dan lugar a una
disfuncion a nivel mitocondrial que puede exacerbar el proceso oxidativo al liberar mas ROS

y RNS [21].

5o @D € o

W L
Cell targeted with |

. radioisotope Cell irradiated by crossfire . Unirradiated cell Bystander cell

Figura 1.7. Representacion esquematica de los mecanismos celulares involucrados en la respuesta

bystander.
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1.4 Cancer y caracteristicas bioldgicas
El cancer es el resultado del crecimiento descontrolado de un tipo de células que ocurre junto
con la invasion de tejidos circundantes y la propagacion de células malignas [25]. De acuerdo
con Hanahan y Weinberg (2000), seis alteraciones fisioldgicas esenciales caracterizan a una
célula tumoral: sefializacion autocrina anormal que contribuye al crecimiento incontrolado
de las células de cancer, insensibilidad a las sefiales de inhibicion del crecimiento, evasion
de la muerte celular programada (apoptosis), ilimitado potencial de replicacion, angiogénesis
ininterrumpida, e invasion de tejidos y metastasis [26,27]. Recientemente, se han integrado
dos nuevas caracteristicas distintivas de las células de cancer. Uno de ellas involucra la
capacidad de modificar o reprogramar el metabolismo celular a fin de apoyar eficientemente
la proliferacion neoplasica, y la otra es la evasion de la respuesta inmunologica [27]. Detras
de estas caracteristicas, se encuentra la inestabilidad del genoma, la cual genera la diversidad
genética que facilita la adquisicion de dichas caracteristica, y también se encuentra procesos
inflamatorios, que recientemente han mostrado ser importante en la proliferacion de células

malignas (Figura 1.8) [25].
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Figura 1.8. Caracteristicas bioldgicas de las células de cancer.
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El paso de una célula normal a una célula de cancer (proceso tumorigénico), puede ser
dividido en tres fases: iniciacion, promocion y progresion del tumor. Durante la iniciacion,
el ADN muta por carcindgenos quimicos o fisicos, permitiendo la activacion de oncogenes
y/o la inactivacion de genes supresores de tumores. La promocion tumoral, se caracteriza por
utilizar factores que estimulan el crecimiento del tumor. En esta fase, la inflamacion y varias
citoquinas- tales como interleucina-1 (IL-1), IL-6 y factores de necrosis tumoral- pueden
promover el crecimiento del tumor. Finalmente, la progresion del tumor se caracteriza por el
incremento en el tamafio del tumor, la invasion y metastasis. Durante esta fase, nuevas
mutaciones pueden ser adquiridas permitiendo a la célula de cancer adquirir una ventaja sobre
el crecimiento y tener mas de un fenotipo maligno [25]. La activacién de mdltiples vias
mediadas por receptores en las células de cancer y en el microambiente del tumor son
considerados como blancos moleculares para el desarrollo de agentes de imagen y terapia

mas eficientes (Figura 1.9) [28].
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Figura 1.9. Blancos moleculares expresados en la célula de cancer y en el microambiente del tumor.

Una de las caracteristicas fenotipicas de las células de cancer es la sobre-expresion de
receptores de membrana que regulan el comportamiento celular. Entre estos receptores se
encuentran los acoplados a proteinas G, que comprenden a una gran familia de receptores de
superficie celular que regulan funciones biolégicas como la proliferacion, sobrevivencia y

motilidad celular, y son clave en el crecimiento del tumor, angiogénesis y metastasis [29].
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1.5 Funcion bioldgica del Receptor del péptido liberador de gastrina y del
péptido Bombesina en cancer

El receptor del péptido liberador de gastrina (GRPR) es un receptor de superficie celular
acoplado a la proteina G que juega un papel importante en un amplio rango de funciones
fisioldgicas y fisiopatoldgicas en respuesta a la unién del péptido liberador de gastrina (GRP)
[29]. EI GRP es un péptido de 27 aminoacidos (Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-
Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2) que
estimula la secrecion de hormonas/ neurotransmisores, la contraccion de los masculos y tiene
efectos sobre las células del sistema inmunologico. Ademas, el GRP esté involucrado en las
funciones del sistema nervioso central al regular el ritmo del ciclo circadiano, la liberacion
de TSH, la respuesta de ansiedad y termorregulacion [30,31]. En las células de cancer actua
como mitégeno, morfégeno y como factor pro-angiogenico [32]. Tanto el RNAmM como la
proteina del GRP y del GRPR estan sobre-expresados en células de cancer de pulmon,
pancreas, estomago, mama, prostata, colon y en varios tumores del sistema nervioso central.
La sobre-expresion y la unién GRP/GRPR desencadena diferentes mecanismos de
sefializacion que estimulan el crecimiento, supervivencia, migracion e invasion de las células
de cancer (Figura 1.10) [29,33]. Se ha sugerido que el GRP modifica el comportamiento
dinamico del citoesqueleto de actina a través de la activacion de quinasas de adhesion focal,
que conducen a cambios en el movimiento celular e interacciones célula-célula y célula-
matriz, favoreciendo la migracion y agresividad de las células de cancer que sobre-expresan
GRP/GRPR [34,35], por lo que se consideran como factor pronostico en la metéstasis de

cancer de mama y puede ser usado para monitorear la respuesta a la terapia [36].
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Figura 1.10. Cascada de sefializacion del GRPR y GRP.

La Bombesina (1-14) (BN) es un péptido con 14 aminoacidos (pGlu-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-
GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2) similar en estructura y funcion al GRP, ya que
comparte una secuencia homéloga de 7 aminoacidos (Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2)
en la region C-terminal, la cual es necesaria para el reconocimiento especifico y la alta
afinidad al GRPR [33]. La BN al igual que el GRP induce la proliferacion, sobrevivencia y
diferenciacion celular, y participa en la migracion y metastasis de células de cancer al actuar
sinérgicamente con mensajeros extracelulares, en particular con los agonistas de los
receptores tirosina quinasa (Figura 1.11) [37-39]. Otra ventaja de la interaccion
Bombesina/GRPR en la biologia del cancer es su propiedad angiogeénica, en el que se ha

demostrado que la bombesina induce la expresion de marcadores angiogénicos como:
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moléculas de adhesion plaqueto/endoteliales (PECAM-1), factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF) y elevados niveles de proteinas quinasas p-AKT [30].
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Figura 1.11. Respuestas biolégicas inducidas por la interaccién GRP/GRPR y BN/GRPR.
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1.6 Andlogos de Bombesina radiomarcados para diagnostico y terapia

Con base en la interaccion BN/GRPR y en la sobre-expresion del GRPR en las células de
cancer, el GRPR ha sido considerado como blanco molecular para el disefio y desarrollo de
nuevos agentes de diagndstico y terapia de cancer [39]. Diferentes andlogos de BN, incluidos
BN (7-14) y BN (1-14), han sido marcados con radionuclidos emisores gamma y de
positrones para obtener imagenes moleculares de tumores positivos a GRPR utilizando las
técnicas SPECT y PET.

Para SPECT, se han utilizado diversos analogos de bombesina marcados con *MTc para
detectar y estadificar el cancer de mama asi como para identificar ganglios linfaticos
afectados [31]. Especificamente, el analogo Lys®-Bombesina (1-14) marcado con *MTc

(**"Tc-EDDA/HYNIC-Lys3-BN) mostré alta estabilidad en suero humano, unién especifica

23



al receptor y rapida internalizacion en células positivas a GRPR. La biodistribucion de *™Tc-
EDDA/HYNIC-Lys*-BN mostrd una rapida eliminacion en sangre y excrecion renal [40].
Las imagenes de SPECT en pacientes con cancer de mama mostraron una captacion
asimétrica en la mama con alta acumulacion en las regiones tumorales [41].

Es importante mencionar que, la diversidad de estos radiopéptidos marcados con %MTc,
radica principalmente en los diferentes agentes quelantes bifucionales, coligantes y linkers

utilizados para su sintesis (Figura 1.12) [31].
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Figura 1.12. Estructura quimica de linkers comunes utilizados para marcar analogos de

Bombesina con *"Tc.

Asimismo, los analogos de BN, tanto agonistas como antagonistas, se han marcado con *’’Lu
para evaluar in vitro e in vivo su potencial para el tratamiento de cancer (tabla 1.2). Por
gjemplo, "Lu-DO3A-CH2CO-G-4-amonobenzoilo-Q-W-A-V-G-H-L-M.NH2  (*""Lu-
AMBA) mostrd ser un agente terapéutico eficaz durante tratamientos in vivo ya que
disminuyd la tasa de crecimiento del tumor y prolongé la vida del ratén [42]. De igual

manera, se han hecho modificaciones en los derivados de bombesina, como la unién de
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polietilenglicol (PEG), con el fin de aumentar la captacion y mejorar la retencién en el tumor
[43]. Sin embargo, las mayoria de los analogos de BN marcados con "’Lu tienen una
captacion significativamente alta en pancreas, por lo que pocos radiopéptidos se han evaluado

a nivel clinico [7].

Tabla 1.2. Analogos de Bombesina marcados con *’Lu y captacion en el tumor.

177Ly-DO3A-amide-b-Ala-BBN(7-14)NH, -

7] y-DOTA-8-Aoc-BBN(7-14)NH;, 4.22+1.09 (1h, PC-3)
17 y-BZH2 0.79+0.06 (4h, AR4-2J)
7Lu-AMBA 6.35+2.23 (Lh, PC-3)
7_u-DOTA-PEG4-BBN(7-14)NH; 7.46+1.63 (4h, PC-3)
7] y-DOTA-BBN(2-14)NH, -

7] y-DOTA-PEGs-Lys-BN 3.43+0.63 (1h, PC-3)
7 y-RM2 10.97+0.99 (4h, PC-3)

1.7 Funcién bioldgica del Receptor de folato y del &cido félico en cancer

El receptor de folato (FR) estd representado por una familia de glicoproteinas ricas en
cisteinas (38 a 45 kDa) que estdn unidas a la membrana plasmaética por un anclaje
glucosilfosfatidilinositol (GPI), su funcidn es transportar y acumular folatos o &cido félico
dentro de la célula mediante endocitosis (Figura 1.13), dicho proceso regula la homeostasis
de folato y puede conferir una ventaja sobre el crecimiento y division celular al modular la
captacion de folato del suero o al generar sefiales regulatorias [44,45].

En humanos se han identificado tres genes que codifican receptores de folato funcionales:
FRa, FRB y FRy (también conocidos como FOLR1, FOLR2 y FOLR3; respectivamente). La
expresion de receptores de folato esté restringida a células que participan en el desarrollo
embrionario (placenta y tubos neurales) y en la reabsorcion de folato (rifiones). Entre las tres

isoformas, el FRa se expresa ampliamente, con bajos niveles en tejidos normales pero con
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altos niveles en adenocarcinomas de ovario, Utero, mama, cérvix, rifion y colon, asi como
también en coriocarcinoma testicular, tumores cerebrales ependimarios, mesotelioma pleural
maligno y tumores de la glandula pituitaria [46,47].

Se ha sugerido que en etapas tempranas de la carcinogénesis, el FRa incrementa la captacion
de folato para estimular la reparacion ADN Yy conferir una ventaja en el crecimiento y
progresion del tumor [48]. Durante la progresion del tumor, se encontro que la expresion de
FRo esta asociada con la resistencia a la terapia en cancer de ovario, al mediar la resistencia

a la apoptosis y al apoyar la motilidad celular [49].
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Figura 1.13. Endocitosis mediada por el receptor de folato

El acido folico en su forma oxidada o folato (Figura 1.14) es una vitamina hidrosoluble que
actlia como cofactor en numerosas reacciones bioquimicas a través de su habilidad para donar
0 aceptar unidades de un sdlo atomo de carbono, las cuales son importantes en el
metabolismo de &cidos nucleicos y aminoacidos (Figura 1.15) [50]. En el metabolismo de
acidos nucleicos, las coenzimas de folato juegan un papel importante en la sintesis y
reparacion del ADN o ARN. En el metabolismo de aminoacidos, el folato es requerido para

la sintesis de metionina, serina, glicina, cisteina y homocisteina. La sintesis de metionina es
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un precursor de S-adenosil metionina, el cual es necesario para la metilacion de ADN,

histonas, lipidos y neurotransmisores [51-53].
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Figura 1.14. Estructura del acido folico y derivados de folato.
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Figura 1.15. Metabolismo del acido félico. El &cido folico adquiere actividad coenzimatica

(tetrahidrofolato, THF) por accion de la enzima citosélica dihidrofolato reductasa (DHFR).
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La variedad e importancia de las reacciones metabdlicas en las que participa el acido folico
o folato hacen que éste sea una molécula esencial para una rapida proliferacion celular [51].
Se ha demostrado que la interaccion del folato con el FRa contribuye en el crecimiento y
progresion de las células de cancer al regular la proliferacion, migracion e invasion celular.
Por otro lado, es bien conocido que la deficiencia de folato altera el metabolismo de un &tomo
de carbono y por tanto el suministro de grupos metilo, lo que promueve la hipometilacion del
ADN e inestabilidad cromosdmica favoreciendo la carcinogénesis [54-56].

1.8 Derivados de Folato radiomarcados para diagnoéstico y terapia

El &cido félico emergié como un agente de diagndstico y terapia de cancer debido a su alta
afinidad al receptor FRa y a la dependencia de folato de muchos tumores, asi como a sus
propiedades no toxicas y no-inmunogénicas. Con respecto al desarrollo de radiotrazadores,
otras ventajas de utilizar el acido félico son su accesibilidad para la modificacion quimica y
su robustez frente a temperaturas elevadas que a menudo son necesarios para procedimientos
de radiomarcaje [57]. Por tales motivos, el &cido félico es considerado como caballo de Troya
al liberar selectivamente agentes para imagen o terapia a células +FR [58].

En las Gltimas dos décadas se han desarrollado y evaluado tanto in vitro como in vivo una
variedad de radiofolatos para imagen nuclear SPECT y PET. En el caso de los derivados de
folato para SPECT, el **™Tc ha sido el radiontclido mas utilizado debido a sus propiedades
fisicas de decaimiento (emision y=140 keV, t12=6 h), bajo costo y féacil produccion [58].
Varios agentes quelantes han sido utilizados para marcar al acido folico con ®°™Tc, tales como
etilendicisteina (EC) [59,60], acido dietilentriamina-penta-acético (DTPA) [61,62],
hidracina-nicotinamida (HYNIC) [63-67], mercapto-acetil-N-Gly-Gly-Gly (MAG3) [68] y
tricarbonilo (CO)3 [69], asi como también otros sistemas de coordinacion [70-72]. Muchos
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de estos conjugados mostraron alta afinidad al receptor de folato pero alta captacion en los
rifiones, debido a que las células del tabulo proximal absorben y retiene folato como un
proceso fisiologico para prevenir la pérdida de vitaminas [73]. S6lo uno de estos
radioconjugados -**™Tc-EC20 (Etarfolide™, Endcyte Inc.)- ha sido evaluado en humanos y
actualmente se emplea en varios ensayos clinicos para la seleccion de pacientes que pueden
beneficiarse con terapias dirigidas para tumores positivos a receptores de folato [49,74].

Por otro lado, la alta captacion de radiofolatos en los rifiones ha sido un factor limitante para
la aplicacion de estos derivados en la terapia contra el cancer. Se considera que usar
conjugados de acido de folico marcados con radionuclidos emisores de particulas 3~ como
el ¥7Lu, pueden comprometer significativamente el riesgo de dafio en los rifiones debido a
las altas dosis de radiacién [75].

Varias estrategias se han investigado para minimizar el riesgo de radionefropatia después de
la terapia dirigida con radionuclidos [76,77]. Por ejemplo, el método mas exitoso para reducir
la captacién de radiopéptidos en los rifiones, es la co-administracion de aminoacidos
catiénicos, el cual fue demostrado por primera vez por Hammond et al. (1993) [78]. Este
concepto también se evalu6 en combinacion con radiofolatos, pero la aplicacién de L-lisina
y L-glutamato, no tuvo impacto en la retencion renal de la radiactividad [79]. Estudios
preclinicos han mostrado que la administracion de dosis sub-terapéuticas y terapéuticas del
antifolato Pemetrexato, reducen la captacion de "’Lu-DOTA-Bz-EDA-folato (*'’Lu-
EC0800) en los rifiones hasta un 80%, mientras que la acumulacion en el tumor no se ve
afectada con dosis sub-terapéuticas pero incrementa con dosis terapéuticas [80].
Recientemente se desarroll6 un derivado de folato (*”’Lu-cm09) que contiene albumina en

su estructura (Figura 1.16). Esta modificacion mejoro la vida media de *’Lu-cm09 en suero
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humano como consecuencia de la unién a proteinas. Comparado con el radiofolato 17’Lu-
EC0800, ¥"Lu-cm09 mostré un incremento en la captacion del tumor y redujo el tiempo de

retencion y toxicidad en los rifiones [75,81].
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Figura 1.16. Estructura quimica de *""Lu-EC0800 y *"’Lu-cmO09.

1.9 Imagen metabolica de las células de cancer
El metabolismo hace referencia a las reacciones bioquimicas catalizadas por enzimas que
toman lugar dentro de las células para mantener la homeostasis. Estas reacciones estan
organizadas dentro de rutas metabdlicas, las cuales estan reguladas por la concentracion y
eficacia catalitica de enzimas y asi como también de la concentracion de cofactores [82].
Las células de cancer tiene Unicos requerimientos metabdlicos caracterizados por mejorar la
captacion de nutrientes y rutas metabolicas, para soportar la biosintesis de macromoléculas

(lipidos, proteinas y acidos nucleicos) que son necesarias para el crecimiento y division
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celular (Figura 1.17). Estas rutas incluyen la sintesis de novo de purinas y pirimidinas
(timidina monofostato) dependientes de folato [83].

Numerosos estudios han demostrado que los tumores malignos pueden ser detectados con
alta sensibilidad por imagen del metabolismo de la glucosa, aminoacidos o lipidos utilizando

tomografia por emisién de positrones (Tabla 3.1) [84,85].
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Figura 1.17. Rutas metabdlicas involucradas en la sintesis de nucle6tidos, aminoacidos y lipidos.
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Tabla 3.1. Radiofarmacos utilizados para evaluar metabolismo mediante PET

Biomarcador Vida media (min Aplicacién
Metabolismo en metastasis
8FE-Fluoride 110 Metabolismo osteoblastico
Metabolismo energético en tumor
BE-FDG 110 Metabolismo de glucosa
BE-FTHA 110 Metabolismo de acidos grasos
11C-Palmitate 20.4 Metabolismo de acidos grasos
11C-Acetato 20.4 Metabolismo oxidativo
11C-Acetoacetato 20.4 Metabolismo de cuerpos cetona
H1C-glucosa 20.4 Metabolismo de glucosa
Metabolismo en tumor
BEFLT 110 Sintesis de ADN
BF-FDOPA 110 Transporte de aminoacidos
BF-FACBC 110 Transporte de aminoéacidos
11C-Metionina 20.4 Metaholismo de proteinas
11C-Colina 20.4 Componente de membrana
BF-Flurometilcolina 110 Componente de membrana
1BF-Fluroetiltirosina 110 Metabolismo de aminoécidos
1BE-Fluroglutamina 110 Glutamindlisis
BE-FPGIn 110 Glutamindlisis

Como bien se sabe, muchas de las células de cancer generan ATP mediante el metabolismo
anaerobico de la glucosa a lactato en el citoplasma, incluso en presencia de niveles de
oxigeno que podrian soportar el metabolismo aerébico mitocondrial (efecto Warburg). A
pesar de que este fenotipo metabdlico permite a las células de cancer generar ATP
rapidamente, el nimero de moléculas de ATP producidas por cada molécula de glucosa es
mucho mas bajo que las producidas por el metabolismo mitocondrial, aumentando la
demanda de glucosa en las células de cancer [86]. Con base en este fundamento y
considerando que en las células de cancer se sobre-expresan transportadores de glucosa
GLUT1 y enzimas glucoliticas, el analogo de glucosa ®F-FDG ha sido el radiofarmaco de
rutina que se utiliza para medir el transporte celular y metabolismo de la glucosa utilizando

la tomografia por emision de positrones (PET). Este analogo de glucosa entra a la célula de
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la misma manera que la glucosa y es fosforilada por la hexoquinasa para formar *F-FDG-6-
fosfato, el cual no es metabolizado por las enzimas permitiendo su acumulacion en las

células, lo que proporciona un indicador de la demanda de glucosa (Figura 1.18) [84,86,87].

O —@—- Glycolysis

['®FIFDG ['®*FIFDG-6-PO,

Figura 1.18. Mecanismo de captacion y acumulacion de *F-FDG

El 18F-FDG también se ha utilizado para evaluar la respuesta al tratamiento con agentes
quimioterapéuticos convencionales y/o radioterapia, con la premisa de que una disminucién
en la glucolisis puede ocurrir en tumores que son sensibles a la terapia y que los tumores que
son resistentes al tratamiento no mostraran cambios en el metabolismo de la glucosa [88].
Existen diferentes métodos para medir los cambios en el metabolismo de la glucosa mediante
la tasa o cantidad total de acumulacion de 8F-FDG en el tumor. Uno de los métodos mas
utilizados es el valor semi-cuantitativo denominado SUV, que estima la concentracion de la
actividad in vivo (kBg/ml) a partir de imagenes estaticas a un tiempo dado, tomando en cuenta
el peso del paciente y la actividad inyectada del paciente [89].

Sin embargo, la imagen del 8F-FDG tiene algunas limitaciones: 1) falsos positivos en
algunos procesos benignos como inflamacion e infeccion, 2) acumulacion en regiones
normales como tejido linfoide, 3) En gliomas, tiene pobre relacion tumor-fondo debido a los

altos niveles de captacion de glucosa en el cerebro normal, 4) carece de utilidad clinica en
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cancer de prostata debido a su alta excrecion renal y baja expresion de transportadores
GLUTL. Nuevos radiotrazadores se estan desarrollando para hacer frente a estas deficiencias,
asi como explorar otras vias metabdlicas que permitan obtener imagenes moleculares [88].
Analogos de glucosa marcados con **™Tc también han sido evaluados en modelos murinos
para evaluar el metabolismo de la glucosa en el tumor. Estos compuestos de glucosamina han
mostrado alta acumulacion en el tumor, sin embargo, la captacion en el cerebro ha sido baja,
lo que pone en duda si este compuesto puede medir metabolismo de la glucosa [90,91].

1.10 Radiofarmacos heterobivalentes
El concepto de heterobivalente hace referencia a compuestos que se unen a dos blancos
moleculares diferentes que se expresan en una misma célula, siempre y cuando la afinidad
de uno de los ligantes no interfiera con la unién del otro con su blanco correspondiente[92].
Las moléculas heterobivalentes radiomarcadas han mostrado que mejoran sus propiedades
con respecto a los monémeros, ya que aumentan la captacion en el tumor, mejoran la relacion
tumor-fondo y prolongan la retencion en el tumor [93,94], por lo que han mostrado ser una
estrategia adecuada para obtener imagenes del tumor de manera sensible, especifica y no
invasiva. Estas caracteristicas se deben principalmente a que los sistemas heterobivalentes
interactlan concomitantemente con sus respectivos blancos moleculares, lo cual mejora la
afinidad de unién y disminuye la tasa de disociacion entre el conjugado y los receptores
blanco (Figura 1.19) [92-95].
Algunos requisitos para el disefio de un conjugado heterobivalente son [92]: expresion
concomitante de los receptores blanco en la célula de cancer, alta sobre-expresion de por lo
menos uno de los receptores mientras que el otro puede estar moderadamente expresado,

pero idealmente ambos receptores deben presentar altas densidades, ambos ligantes deben
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exhibir por lo menos moderada afinidad para sus respectivos receptores, la farmacocinética
y la afinidad de los ligantes no debe alterarse después de la conjugacion, la estructura que
une a ambos ligantes debe permitir la union simultanea a sus respectivos receptores.

El sistema heterobivalente que mas se ha evaluado en estudios preclinicos es la secuencia
c(RGDyK)-Bombesina (7-14), la cual se ha marcado con emisores de positrones como éF,
8Ga y ®*Cu , con el propdsito de diagnosticar tumores positivos a receptores aSp3 (T47D,
MDAMB-435) y GRPR (PC-3) utilizando la técnica de imagen PET. La conjugacion
covalente de ambos péptidos fue con el proposito de reducir los problemas observados con
los monomeros tales como, la lipofilia y excrecion hepatobiliar de la Bombesina (7-14), y la
rapida excrecion renal del c(RGDyK); asi como también la baja acumulacion en el tumor y

la estabilidad in vivo de ambos compuestos [94,96-100].

Figura 1.19. Molécula heterobivalente.

Recientemente, biomarcadores de superficie celular como el antigeno de membrana
prostatico especifico (PSMA) y el receptor GRP han recibido considerable atenciéon como
blancos para el desarrollo de conjugados heterobivalentes radiomarcados con el fin de
mejorar el diagndstico de céancer de prostata. Por ejemplo, el conjugado %Ga-inhibidor
PSMA-Bombesina (6-14), mostré que puede unirse eficientemente a PSMA y a GRPR en

células de cancer de prostata PC-3 y LNCaP, lo que mejoré la sensibilidad de deteccion.
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Ademas, los perfiles de biodistribucion se optimizaron al incorporar una secuencia de
aminoacidos cargados, la cual redujo significativamente la captacion en drganos normales

como los rifiones y el higado [101,102].
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2. Planteamiento del problema
¢Se podra optimizar la deteccion especifica de las células de cancer de mama positivas a
receptores del péptido liberador de gastrina (GRPR) y de folato (FR) mediante la interaccion
concomitante de la Bombesina y del Folato de los conjugados heterobivalentes Lys*(a,y-
Folato)Lys*(®*™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys(a,y-Folato)Lys3(*""Lu-DOTA)-

Bombesina (1-14) con sus respectivos receptores?

¢Se podré obtener informacion de la actividad metabdlica de dichas células a través de la
captacion mediada por el reconocimiento especifico del Folato de la molécula Lys*(a,y-

Folato)Lys*(*™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14)?

¢Sera suficiente la captacion especifica del conjugado Lys!(a,y-Folato)Lys*(*’Lu-DOTA)-
Bombesina (1-14) para producir una dosis absorbida terapéutica en tumores de cancer de
mama debido a la interaccién concomitante de la Bombesina y del Folato con los receptores

GRPRy FR?
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3. Justificacion
La importancia de desarrollar a los conjugados heterobivalentes Lys!(a,y-Folato) Lys®(**™Tc-
HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys!(o,y-Folato) Lys®(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14), es que
con estos radiofarmacos se podra optimizar la captacion in vivo en células de cancer mama
positivas a receptores FR y GRPR debido al efecto concomitante que produce la union
especifica GRPR-Bombesina y FR-folato, con el fin de mejorar la deteccion de dicha
neoplasia mediante imagen SPECT. Asimismo, al tomar en cuenta que el acido folico
participa en procesos de biosintesis de ADN y ARN y en el metabolismo de aminoacidos se
podra evaluar la actividad metabdlica de dichas células mediante la cuantificacion por
imagen de la captacion mediada por el folato del conjugado heterobivalente Lys(a,y-
Folato)Lys*(**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14). Por otro lado, al considerar la emision de
particulas B~ del conjugado Lys*(a,y-Folato)Lys3(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) y su
internalizacion celular a traves de la union especifica de la Bombesina y el folato a los
receptores GRPR y FR se podra tener una mayor contribucion en la dosis absorbida en las

celulas de cancer de mama + GRPR y +FR.
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4. Hipotesis
Si las células de cancer de mama sobre-expresan GRPr y FR con el consecuente incremento
del indice proliferativo y de la actividad metabolica entonces una nueva molécula
heterobivalente del tipo Lys(o,y-Folato)Lys3(**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) (Figura 4.1)
y Lys*(o,y-Folato)Lys3(*"’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) (Figura 4.2) sera (til para: (i) la
deteccion especifica in vivo de cancer de mama y posibles metastasis a ganglios linfaticos,
(ii) obtener informacién de la actividad metabdlica del tumor, y (iii) radioterapia de blancos

moleculares especificos cuando se utiliza con *""Lu.

Hipdtesis alterna: El reconocimiento especifico de los receptores GRPr y FR mediante los
conjugados heterobivalentes Lys!(a,y-Folato)Lys*(®**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) y
Lys!(a,y-Folato) Lys*(*""Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) sera suficiente para al menos una de
las siguientes opciones: (i) detectar in vivo de manera especifica el cAncer de mama, (ii)
evaluar la actividad metabolica de células de cancer de mama a partir de imagenes
moleculares, y (iii) radioterapia de blancos moleculares especificos cuando se utiliza con

177 Lu

Hipotesis nula: El reconocimiento especifico de los receptores GRPr y FR mediante los
conjugados heterobivalentes Lys!(a,y-Folato)Lys*(**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) y
Lys(o,y-Folato) Lys®}(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) sera insuficiente para: (i) detectar in
vivo de manera especifica el cancer de mama, (ii) evaluar la actividad metabdlica de células
de cancer de mama a partir de imagenes moleculares, y (iii) radioterapia de blancos

moleculares especificos cuando se utiliza con ¥’Lu.
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5. Objetivos: Objetivo general y especificos

5.1 Objetivo general

Sintetizar, radiomarcar y caracterizar quimicamente a Lys*(a,y-Folato)Lys3(®*®*"Tc-HYNIC)-
Bombesina(1-14) y Lys*(a,y-Folato)Lys3(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) con la finalidad
de evaluar tanto in vitro como in vivo su potencial como radiofarmacos heterobivalentes para
diagnostico y/o tratamiento de cancer de mama positivo a receptores del péptido liberador de
gastrina (GRPR) y de folato (FR). Adicionalmente, se evalud el potencial de Lys(a,y-
folato) Lys®(**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) para medir la actividad metabdlica de células

de cancer de mama +RF y +GRPR a través de imagenes SPECT.

5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar por espectroscopia UV-Vis e IR-FT el &cido folico y los péptidos
Lys'Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys'Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14).

2. Realizar la sintesis de los conjugados Lys'(a,y-Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14)
y Lys*(o,y-Folato)Lys](DOTA)-Bombesina (1-14) y caracterizarlos por espectroscopia
UV-Vis, IR-FT y espectrometria de masas MALDI-TOF.

3. Realizar el radiomarcado del conjugado Lys*(a,y-Folato)Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-
14) con ®*™Tc y del conjugado Lys!(o,y-Folato)Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14) con
177LU.

4. Evaluar la pureza radioquimica de los conjugados Lys!(a,y-Folato) Lys}(*™Tc-HYNIC)-
Bombesina (1-14) y Lys!(a,y-Folato)Lys*(*’/Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) por HPLC

en fase reversa.
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10.

11.

Evaluar la estabilidad en suero humano de los conjugados Lys*(a,y-Folato)Lys3(®*™Tc-
HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys(o,y-Folato)Lys3(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) a
diferentes tiempos.

Evaluar la afinidad de los conjugados heterobivalentes Lys'(a,y-Folato)Lys3(®®™Tc-
HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys(o,y-Folato)Lys3(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) a
la proteina recombinante del receptor GRP y a la proteina humana del receptor de Folato
mediante un ensayo de competencia.

Evaluar la captacion in vitro de los conjugados heterobivalentes Lys!(o,y-
Folato)Lys*(*™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys(o,y-Folato)Lys*(*’’Lu-DOTA)-
Bombesina (1-14) en células de cancer de mama T47D.

Realizar la biodistribucion de los conjugados Lys*(o,y-Folato)Lys3(**"Tc-HYNIC)-
Bombesina (1-14) y Lys*(o,y-Folato)Lys®(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) en ratones
atimicos con tumores inducidos T47D.

Obtener imagenes in vivo de la actividad metabdlica de tumores inducidos T47D
positivos a receptores FR y GRPR en ratones atimicos mediante la administracién del
conjugado heterobivalente Lys*(o,y-Folato)Lys3(**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14).
Obtener iméagenes in vivo de la actividad metabolica en ratones atimicos con tumores
inducidos T47D utilizando 8F-FDG y *™Tc-Folato para comparar con las imagenes
obtenidas con Lys'(a,y-Folato)Lys3(®*"Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14).

Realizar la biocinética y dosimetria de Lys'(a,y-Folato)Lys3(*"’Lu-DOTA)-Bombesina
(1-14) a partir de los estudios de biodistribucion en ratones atimicos con tumores

inducidos T47D.
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6. Material y Métodos

6.1 Disefio del estudio
Tipo de estudio: Este estudio tiene un enfoque cuantitativo estructurado, transversal,
observacional, descriptivo y de seguimiento de medidas experimentales con asignacion

aleatoria y grupo control.

6.2 Universo y Muestra
Universo: Linea celular de cancer de mama T47D y ratones atimicos de 20 a 22 g con tumores

inducidos con células T47D.

Tamario de muestra: 30 millones de células T47D para estudios in vitro y 60 ratones atimicos

con tumores inducidos T47D.

6.3 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion. Pureza radioquimica de los radioconjugados mayor a 90 %. Cultivos
celulares de T47D libres de bacterias, a una temperatura de 37 °C, en una atmdsfera de 5 %
de CO2 y 100 % de humedad, en medio RPMI-libre de folato con suplemento de suero fetal
bovino al 10 % y antibidticos (100 ug/mL de estreptomicina). Ratones atimicos con peso de

20 a 22 gramos y tumores inducidos con células T47D.

Criterios de exclusion. Pureza radioquimica de los radioconjugados heterobivalentes menor

al 95 %. Lineas celulares sin proliferacion. Ratones con sospecha de inexistencia de tumor.
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Criterios de eliminacién. Lineas celulares contaminadas e inestables en el crecimiento
durante los procesos de medicion. Ratones que mueran, durante la administracion del

radioconjugados, y los que tengan mas de un tumor.

6.4 Procedimientos para la sintesis y evaluacion in vitro e in vivo del conjugado

heterobivalente Lys'(a,y-Folato)Lys3(**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14)

6.4.1 Sintesis de Lys!(a,y-Folato)Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14)
La sintesis de Lys!(a,y-Folato)Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14) se bas6 en una reaccion de
acoplamiento para la formacion de un enlace amida entre los grupos carboxilo activados del
acido folico y la amina de la Lys* del péptido Lys'Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14) (Figura

6.1).

Acido Félico Folato

HoN N\
HATU

1) DFM 15 min, 20°C

2) H,N-Lys"-Lys3(HYNIC)-Bombesina (1-14)

NG N

90 min, 20°C l A N
A ~N
\

OH

R; Ry

HN___N__N H,N_ _N_ N

Y = | " o o EDDA/TRICINA 2 Y z | " o o)

Na AN, N - N s N

N Ry 0 N R,
MTcO4SnCl,
OH NH OH NH
o

Lys'(a.y-Folato)Lys®(**™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) Lys’(a.y-Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14)
R3, R, -OH o Lys’(®*™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) R;,R, -OH o -Lys'-Lys3(HYNIC)-Bombesina (1-14)

Figura 6.1. Sintesis y radiomarcado de Lys*(a,y-Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14).
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Activacion de los grupos carboxilato: 80 pL de una disolucion de acido félico a 22.5 mM
(2.25 pmol; 1 mg en 100 uL de DMF) se agregaron a una mezcla que contiene 50 pL de
N,N-Diisopropiletilamina a 0.2 M (9.3 umol; 1.2 mg in 50 uL de DMF) y 50 pL del agente
activador HATU (2.63 umol, 1 mg en 50 uL de DMF). La mezcla de reaccion se incub0 por
15 min a temperatura ambiente (20°C).
Formacion del enlace amida: A 80 uL de la solucion anterior (1 umol de folato activado) se
le adicionaron 20 pL (0.57 pumol; 50 mg/mL agua grado inyectable) de Lys'Lys}(HYNIC)-
Bombesina (1-14). La mezcla de reaccion se incubd por 90 min a temperatura ambiente
(20°C) y se llevo a sequedad al vacio. La mezcla se reconstituy6 en 0.5 mL de agua inyectable
y se purificd por cromatografia de alta resoluciéon (HPLC) de exclusion molecular con
detector de UV-vis, usando una columna YMCPack-diol-60 (8 mm x 500 mm 1.D), flujo de
0.7 mL/min y agua grado HPLC como fase movil. Se recolecto la fraccion con un tiempo de
retencion de 13.83 min y se llevo a sequedad al vacio. Cabe mencionar que el conjugado se
mantuvo como una mezcla de regioisomeros Lys!(a-Folato)Lys}(HYNIC)-Bombesin(1-14)
y Lys!(y-Folato)Lys®(HYNIC)-Bombesin (1-14), por lo que se caracteriz6 y uso sin la
separacion de dichos derivados.
Para estudios comparativos HYNIC-GGC-Folato se prepar6 bajo el mismo procedimiento.
6.4.2 Caracterizaciéon quimica del conjugado Lys'(a,y-Folato)Lys3(HYNIC)-
Bombesina (1-14)
Para la caracterizacion quimica del &cido félico, del péptido Lys'Lys*(HYNIC)-Bombesina
(1-14) y del conjugado Lys!(o,y-Folato)Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14) se emplearon
técnicas espectroscopicas que permiten evaluar de manera cualitativa y/o cuantitativa el

efecto de conjugacion del folato a la bombesina. Las pruebas de caracterizacion que se
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realizaron fueron Espectroscopia UV-Vis, Espectroscopia IR-FT y Espectrometria de masas
utilizando la técnica de ionizacion MALDI-TOF.

Espectroscopia de UV-vis. El espectro de UV-vis para el acido félico (1 mg disuelto en 0.1
mol/l. NaOH), Lys'Lys](HYNIC)-Bombesina (1-14) y del conjugado Lys(o,y-
Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14) se obtuvieron en el rango de 200-700 nm con el
espectrometro Perkin-Elmer Lambda-Bio (Waltham, MA, USA) utilizando una celda de
cuarzo de 1 cm.

Espectroscopia IR. El espectro de IR del &cido félico, Lys'Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14)
y del conjugado Lys'(a,y-Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14), en estado solido, se
obtuvieron en un espectrometro Perkin-Elmer (Spectrum 400) con una plataforma de ATR
(GladiaATR, Pike Technologies) utilizando una punta de diamante.

Espectrometria de masas con técnica de ionizacion MALDI-TOF. El espectro de masas de
Lys!(a,y-Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14) se midi6 con el espectrometro de masas
microflex (Bruker, Billerica, MA, USA), operando en modo reflector y se utilizé como matriz
el &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico. Los datos se procesaron con software Bruker
Daltonics.

Modelado molecular. Las moléculas de los regioisomeros Lys*(a-Folato)Lys3(HYNIC)-
Bombesina (1-14) y Lys'(y-Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14), se construyeron
tomando en cuenta la valencia, el tipo de enlace, la posicion del grupo carbonilo, la carga y
la hibridacion. Se calcul6 la energia minima mediante el procedimiento MM3 y la energia
minima del conférmero mas estable mediante el procedimiento CONFLEX asociado con la
geometria dptima de las estructuras utilizando el programa CAChe Pro 5.04 para Windows

(Fujitsu Ltd., 2000-2001). Las moléculas calculadas también se modelaron con MOPAC-
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PM5-COSMO (CaChe Pro 5.04) para evaluar el efecto del solvente (agua) sobre la
estabilidad y arreglos estequiométricos de los regioisomeros en agua, los cuales definen el
alcance de la reactividad frente a los iones metalicos. Asimismo, las moléculas calculadas se
utilizaron para construir las moléculas marcadas con **"Tc, Lys!(a-Folato)-Lys3(**™Tc-
HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys'(y-Folato)-Lys3(*®®*"Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14), las
cuales también se calcularon por MM3 y CONFLEX.

6.4.3 Preparacion de Lys'(a,y-Folato)Lys*(**"Tc-EDDA/HYNIC)-Bombesina

(1-14) [**Tc- Folato-Bombesina]

El radiomarcado se llevo acabo al agregar 0.5 mL de una solucién de EDDA-Tricina (30 mg
de EDDA en 1.5 mL de 0.1 M NaOH y 60 mg de tricina en 1.5 mL de buffer de fosfatos a
0.2 M, pH=7), 10 uL de una solucion de SnClz (1 mg/mL, en 0.012 M HCI) y 0.5 mL de
disolucién de pertecnetato de sodio (GETEC-ININ, México, 740-925 MBq) a 70 uL de
Folato-Bombesina (0.5 mg/mL). La disolucion se incub6 a una temperatura de 92°C en un
bafio seco durante 20 min. Posteriormente la solucion se diluyé con 0.9% NaCl a la
concentracion descrita en los experimentos in vitro e in vivo. Para efectos comparativos,
¥MTc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folato (*™Tc-Folato) y Lys'Lys3(*®"Tc-EDDA/HYNIC)-
Bombesina (1-14) (*®*™Tc-Bombesina) se prepararon usando el mismo procedimiento de
marcado.

6.4.4 Determinacion de la pureza radioquimica del conjugado **™Tc-Folato-

Bombesina

La pureza radioquimica se determino por HPLC en fase reversa acoplado a un detector de

radiactividad (Radio-HPLC Detector IN/US System y-RM model) y a un detector de UV
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(Waters 2996 Photodiode Array Detector). Se utiliz6 una columna uBondapak C-18, 10 um,
125 A° (3.9 mm x 300 mm).

Se empled un sistema de gradientes para la fase movil utilizando TFA 0.1%/agua como
solvente A y TFA 0.1%/acetonitrilo como solvente B a un flujo de 1 mL/min. El gradiente
comenzo en 100% del solvente A durante 3 min, cambiando 50% del solvente A en 10 min,
se mantuvo esta proporcién por 10 min y se cambio a 30% del solvente A en 3 min,
finalmente se regresé a 100% del solvente A por 4 min. Con este sistema, el **™"TcO; libre
tiene un tiempo de retencion (tr) de 3-3.5 min y el **™"T¢c-EDDA/Tricina un tr = 4.0- 4.6 min.

6.4.5 Estabilidad en suero humano del conjugado *™Tc-Folato-Bombesina

Para determinar la estabilidad en suero humano del conjugado *™Tc-Folato-Bombesina, 200
pL del radiofarmaco se diluyeron en una relacion 1:10 con suero humano fresco y se
incubaron a 37°C. La estabilidad del radiofarmaco se determind a partir de 100 pL de cada
muestra tomadas a diferentes tiempos de 10 min a 24 horas mediante el analisis de los perfiles
cromatograficos de UV y radiactividad obtenidos por HPLC de exclusién molecular
(ProteinPak 300SW, Waters, 1 mL/min, PBS). Un cambio en el perfil de radiactividad a un
peso molecular mayor indic6 unién a proteinas, mientras que el peso molecular méas bajo
indico unidn a la cisteina.

6.4.6 Afinidad del ®*™Tc-Folato-Bombesina a la proteina del receptor GRP y al

receptor de Folato

Para evaluar la afinidad del conjugado **™Tc-Folato-Bombesina a la proteina recombinante
del receptor del péptido liberador de gastrina GRP (Novus Biologicals, LLC, USA) y a la

proteina humana del receptor de Folato (Sigma-Aldrich, SL, USA), se desarrollaron ensayos
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de competencia por los sitios de union entre la molécula Folato-Bombesina y el radiofarmaco
9MTc-Folato-Bombesina. El perfil de competencia se obtuvo cuantificando el porcentaje de
union de una concentracion constante de %™Tc-Folato-Bombesina que permanece en la
muestra a medida que se le afiaden concentraciones crecientes de Folato-Bombesina.

Para el procedimiento se utiliz6 una microplaca de 96 pozos (Corning, NY, USA) recubierta
con poli-Lisina (100 uL/por pozo, 0.1 mg/mL) durante 15 minutos a temperatura ambiente
en una campana de flujo laminar, con el fin de fijar la proteina del receptor GRP o del receptor
de folato. La poli-Lisina se retird de los pozos y la placa se lavo dos veces con 200 pL de
agua tipo 1. Posteriormente, se adicionaron 100 pL (15 ng) de una solucion de la proteina
GRPR 0 FR (0.15 ng/ pL en Coating buffer (25 mM Tris-HCI, pH=7.4, 150 mM NacCl, 1
mM CaCly) en cada pozo y la placa se incubo a 4°C durante 24 h. Transcurrido el tiempo, la
placa se lavd dos veces con 200 pL buffer de unién (0.1% albdmina de suero bovino (ASB)
in coating buffer) y se incub6 con un buffer de blogueo (1% ASB en coating buffer) a
temperatura ambiente por 2 h. Se retir6 el buffer de bloqueo para adicionar 140 uL de buffer
de unién que contienen 70 kBq de *™Tc-Folato-Bombesina y 100 pL de cada dilucion
preparada de Folato-Bombesina (de 10000 a 0.01 nM) y se incubaron a 37°C por 1 h. Después
de la incubacion, los pozos se lavaron tres veces con buffer de unidn y se midi6 la actividad
en cada pozo con un detector de Nal (TI) Auto-In-V-tron, 4010, NML, Inc. Por ultimo, se
determind el ICso (concentracion de Folato-Bombesina que inhibe el 50% de union de **™Tc-
Folato-Bombesina) para cada receptor mediante un analisis de regresion no-lineal.

6.4.7 Cultivo de las células de cancer de mama T47D

Las células T47D de cancer de mama se obtuvieron originalmente de la ATCC (American
Type Culture Collection) por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
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Zubiran y el Instituto Nacional de Cancerologia cumpliendo con todas las normas vigentes
de bioseguridad para su adquisicion. Las células se cultivaron a 37 °C, en una atmosfera al 5
% de dioxido de carbono (CO.) y 100 % de humedad, en medio Roswell Park Memorial
Institute-libre de folato (RPMI-libre de folato, Sigma-Adrich Co) suplementado con suero
fetal bovino (FBS) al 10 % y con antibioticos al 1% (estreptomicina y penicilina). EI medio
fue sustituido cada tercer dia con 10 mL por caja de cultivo.

6.4.8 Expresion de GRPR y FR en las células de cAncer de mama T47D

Para corroborar la expresion del receptor GRP y de Folato en las células T47D, se amplificd
y cuantificé el fragmento de ADN que corresponde a cada receptor mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Inversa en tiempo real (RT-gPCR). EI ARN se
extrajo de las células de cancer usando Trizol (Life Technologies, Carlbad, USA) vy la
concentracion de ARN se estimo espectrofotométricamente a 260/280 nm. ElI ARN (2 pg,
cantidad constante) se retro-transcribié a ADN usando un ensayo comercial (Roche Applied
Science, IN, USA).

Las sondas e iniciadores (primers) para la amplificacion por PCR en tiempo real se disefiaron
con la libreria comercial de Roche (Universal Probe Library Assay Design Centre). La PCR
en tiempo real se llevo acabo con el sistema LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) con el siguiente protocolo: activacién de la Tag-ADN polimerasa y la
desnaturalizacion del ADN a 95°C por 10 minutos, con 45 ciclos de amplificacion del0 s a
95°C,30sa60°C,ylsa72°C. Posteriormente, tres microlitros de ADN complementario
se usaron para las amplificaciones con iniciadores especificos (Tabla 6.1). La expresion del

gen constitutivo Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), se utilizd como
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control. Los datos obtenidos se analizaron con el método AACT. Los resultados se expresaron

en unidades arbitrarias respecto a la expresion génica del receptor de folato en T47D.

Tabla 6.1. Iniciadores especificos de la secuencia de ADN del receptor GRP y del receptor
de folato utilizados para cuantificar el nivel de expresion de los receptores utilizando PCR

en tiempo real.

Receptor Iniciadores (primers)

GRPR sentido: 5'-CCCGTGGAAGGGAATATACA-3"
antisentido: 5-GCGGTACAGGTAGATGACATGAT-3"

FR-a sentido: 5-GAGCAGAGCAGAAGCCTGA-3

antisentido: 5 -GGTGATCCTTTGGGTTCAGTT-3"

GAPDH sentido: 5"-AGCCACATCGCTCAGACAC-3”
antisentido: 5"-GCCCAATACGACCAAATCC-3’

6.4.9 Estudios de captacion del conjugado *™Tc-Folato-Bombesina en células

T47D

Se realiz6 una dilucion de las células T47D en medio fresco hasta tener aproximadamente
1x108 células en un tubo de ensayo (0.5 mL) y se incubaron con 20 pL (0.9 MBq) de *™Tc-
Folato-Bombesina o **™Tc-Bombesina o ®™Tc-Folato a 37 °C por 1 h. Los tubos de ensayo
se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min y se lavaron dos veces con buffer de fosfato salino
(PBS). Se determind la actividad en el botdn celular con un detector de centelleo tipo-pozo
(Auto In-v-tron 4010, NML, Inc.). La radiactividad en el botén celular representa al
radiofarmaco que se une a la membrana y al que se internaliza. La actividad asociada a la

membrana se removié al agregar 1 mL de una solucion de acido acético a 0.2 M/ NaCl 0.5
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M. Los tubos de ensayo nuevamente se centrifugaron para obtener la actividad en el boton,
la cual se asocia con el radiofarmaco internalizado. Se tomo una alicuota con la actividad
inicial que significo el 100 % y entonces se calcul6 la actividad captada en las células.
Los estudios de bloqueo se determinaron en paralelo usando 50 pL de Lys*-Bombesina
(0.5 mM) 0 50 puL de &cido folico en 0.01 M NaOH (0.5 mM) los cuales se colocaron 30 min
antes de la adicion del radiofarmaco.

6.4.10 Estudios de biodistribucién del conjugado *°™Tc-Folato-Bombesina en

ratones atimicos con tumores inducidos T47D

Modelo animal. La captacion en el tumor, los estudios de biodistribucion y de imagen se
realizaron en ratones atimicos de acuerdo a las reglas y regulaciones de la Norma Oficial
Mexicana 062-Z0O0-1999. Se utilizaron ratonas atimicas hembras con un peso entre 18 y 20
g. Las ratonas se mantuvieron en cajas de acrilico estériles, con aserrin, temperatura
constante, humedad, ruido y periodos de obscuridad (12/12 horas de luz/obscuridad). Las
ratonas se mantuvieron en una dieta libre de folato por tres semanas antes de los estudios de
biodistribucion e imagen.
Induccion del tumor. La induccidn de tumores en la region dorsal superior de las ratonas de
6 a 7 semanas de edad, se realiz6 mediante la inyeccion subcutanea de 2 x 10° células T47D
suspendidas en 0.1 ml de PBS. Los sitios de inyeccion se observaron regularmente para
verificar la formacién y progresion del tumor.
Estudios de Biodistribucion. Los ratones atimicos con tumores inducidos T47D fueron
inyectados intravenosamente con **™Tc-Folato-Bombesina (100 pL, 9 MBq) y se sacrificaron
a 0.5, 2 y 24 h (n=3 para cada tiempo) despues de la administracion del radiofarmaco. El

corazén, bazo, pancreas, higado, pulmones, rifiones, el tumor y muestras de sangre, intestino,
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hueso y masculo fueron retirados y colocados en tubos de ensayo de plastico previamente
pesados. La actividad contenida en cada érgano se determind con un detector de centelleo
tipo-pozo (Canberra) junto con dos alicuotas de la dilucion estandar de °*™Tc-Folato-
Bombesina (solucién original) que representa el 100 % de la dosis inyectada, para obtener la
actividad corregida por decaimiento. Las actividades medidas se usaron para determinar el
porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% ID/g).

Para los estudios de Bloqueo, los ratones con tumores T47D inducidos se inyectaron en la
vena de la cola con Lys3-Bombesina (1-14) (50 pL, 0.5 mM) o &cido félico (50 pL in 0.01 M
NaOH, 0.5 mM) 10 minutos antes de la inyeccion intravenosa de **™Tc-Folato-Bombesina
(100 pL, 9 MBq), Los ratones se sacrificaron dos horas después de la administracion del
radiofarmaco siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

Con fines de comparacion, se administraron los radiofarmacos *™Tc-Bombesina o **™Tc-
Folato (100 uL, 9 MBQ) en ratones atimicos con tumores T47D y se sacrificaron a las 2 h
después de la administracién (n=3 para cada grupo), como se describe anteriormente.

6.4.11 Estudios de imagen con SPECT/CT

Las imagenes de SPECT/CT se adquirieron 2 h después de la administracion del
radiofarmaco usando un micro-SPECT/CT (Albira, ONCOVISION; Gem Imaging S. A.,
Valencia, Spain) para verificar la captacion en el tumor de *™Tc-Folato, **™"Tc-Bombesina o
9mTc-Folato-Bombesina.

Los ratones se mantuvieron anestesiados por inhalacion con isoflurano al 2% en conjunto
con aire y oxigeno puro. Se colocaron en posicion prona y se adquirié la imagen a cuerpo
entero. Para la adquisicion de la imagen SPECT en 3D se consider6 un campo de vision
(FOV) de 60 mm con una ventana simetrica al 20% centrada a 140 keV, se usé un colimador
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tipo pinole y se tomaron un total de 64 proyecciones de 30 segundos cada una hasta cubrir
360°. El conjunto de imagenes se reconstruyd usando un algoritmo con parametros en modo
estandar proporcionados por el fabricante. La adquisicion de la imagen CT se realiz6 con un
voltaje de 35 kV, con una corriente de 700 pA y con un total de 64 proyecciones micro-CT.
De la dosis inyectada de *™Tc-Folato, **™Tc-Bombesina o *™Tc-Folato-Bombesina y
considerando el peso de cada raton, se estimo el valor de captacion estandar promedio
(SUV=mean tumour-standardized uptake value) (n=3) [SUVpromedio= (Ba/g)/(actividad
inyectada, Bg/peso corporal, g)] usando el Software PMOD Data Analysis (PMOD
technologies).

6.4.12 Medicion de la actividad metabélica con *™Tc-Folato-Bombesina vs

[F]FDG

Para medir la actividad metabdlica del tumor a partir del SUV de **"Tc-Folato-Bombesina
que se obtiene de las imagenes SPECT, se usé como referencia el SUV del [*®F]FDG. Cada
raton se inyectd con ambos radiofarmacos, para realizar una comparacién directa de los
agentes en el mismo raton. Un grupo de tres ratones se inyecté con 9 MBq de *™Tc-Folato-
Bombesina y 11 MBq con [*®F]FDG. Una hora y media después de la administracion de los
radiofarmacos, los ratones se anestesiaron con una mezcla de isoflurano/oxigeno y se
tomaron las imagenes con micro-SPECT/PET/CT (Albira, ONCOVISION; Gem Imaging S.
A., Valencia, Spain). Estos ratones también se inyectaron con *™Tc-Folato 24 horas después
de la administracion de ®*MTc-Folato-Bombesina. EI SUV se calculd para cada radiofarmaco
como se menciond anteriormente.

Analisis estadistico. La diferencias entre los estudios de bloqueo y sin blogueo, tanto in vitro
como in vivo, se evaluaron con la prueba de t-student (p<0.05).
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6.5 Procedimientos para la sintesis y evaluacion in vitro e in vivo del conjugado
heterobivalente Lys!(a,y-Folato)Lys3(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14)

6.5.1 Sintesis de Lys*(a,y-Folato)Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14)

La sintesis de Lys*(a,y-Folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14) se basd en una reaccion de
acoplamiento para la formacion de un enlace amida entre los grupos carboxilo activados del
acido fdlico y la amina de la Lys* del péptido Lys'Lys3-DOTA-Bombesina (1-14).
Activacion de los grupos carboxilato: 80 puL de una disolucion de acido félico a 22.5 mM
(2.25 pmol; 1 mg en 100 pL de DMF) se agregaron a una mezcla que contiene 50 pL de
N,N-Diisopropiletilamina a 0.2 M (9.3 umol; 1.2 mg in 50 uL de DMF) y 50 pL del agente
activador HATU (2.63 umol, 1 mg en 50 uL. de DMF). La mezcla de reaccion se incub6 por
15 min a temperatura ambiente (20°C).

Formacion del enlace amida: A 80 pL de la solucion anterior (1 umol de folato activado) se
le adicionaron 20 uL (0.57 pumol; 50 mg/mL agua grado inyectable) de Lys'Lys3(DOTA)-
Bombesina (1-14). La mezcla de reaccién se incubd por 90 min a temperatura ambiente
(20°C) y se llevo a sequedad al vacio. La mezcla se reconstituyd en 0.5 mL de agua inyectable
y se purificd por cromatografia de alta resolucion (HPLC) de exclusion molecular con
detector de UV-vis, usando una columna YMCPack-diol-60 (8 mm x 500 mm 1.D), flujo de
0.7 mL/min y agua grado HPLC como fase movil. Se recolect? la fraccion con un tiempo de
retencion (tr) de 12-16 minutos y se llevé a sequedad al vacio. El conjugado Lys(o,y-
Folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14) se caracterizd y usé como una mezcla de
regioisomeros Lys!-a-Folato-Lys*>-DOTA-Bombesina (1-14) y Lys!-y-Folato-Lys*-DOTA-
Bombesina (1-14).

Para estudios comparativos DOTA-GGC-Folato se preparé bajo el mismo procedimiento.
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6.5.2 Caracterizacion quimica del conjugado Lys!(a,y-Folato)Lys3(DOTA)-

Bombesina (1-14).

Espectroscopia de UV-vis. El espectro de UV-vis para Lys'Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14)
y Lys!(o,y-Folato)Lys](DOTA)-Bombesina (1-14) se obtuvieron en el rango de 200-700 nm
con el espectrometro Perkin-Elmer Lambda-Bio (Waltham, MA, USA) utilizando una celda
de cuarzo de 1 cm.

Espectroscopia IR. El espectro de IR de Lys!Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14) y Lys(a,y-
Folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14), en estado solido, se obtuvieron en un espectrometro
Perkin-Elmer (Spectrum 400) con una plataforma de ATR (GladiaATR, Pike Technologies)
utilizando una punta de diamante.

Espectrometria de masas con técnica de ionizacion MALDI-TOF. El espectro de masas de
Lys!(a,y-Folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14)se midié con el espectrometro de masas
microflex (Bruker, Billerica, MA, USA), operando en modo reflector y se utilizé como matriz
el &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico. Los datos se procesaron con software Bruker
Daltonics.

Modelado molecular. El péptido Lys'Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14) y los regioisdmeros
Lys!(a-Folato)Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14) y Lys!(y-Folato)Lys}(DOTA)-Bombesina
(1-14) se construyeron tomando en cuenta la valencia, el tipo de enlace, la posicion del grupo
carbonilo, la carga y la hibridaciéon para comparar los cambios estructurales después de la
conjugacion del folato. Se calculd la energia minima mediante el procedimiento MM3, la
energia minima del conformero mas estable mediante el procedimiento CONFLEX y el calor
de formacién usando los procedimientos MOPAC/PM5 y MOPAC/PM5/COSMO. Dichos
procedimientos se calcularon con la geometria Optima de las estructuras utilizando el
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programa CAChe Pro 5.04 para Windows (Fujitsu Ltd., 2000-2001). Las moléculas
calculadas también se modelaron con MOPAC-PM5-COSMO (CaChe Pro 5.04) para evaluar
el efecto del solvente (agua) sobre la estabilidad y arreglos estequiométricos de los
regioisomeros en agua, los cuales definen el alcance de la reactividad frente a los iones
metalicos.

6.5.3 Preparacion de Lys'(a,y-Folato)Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14)

[1""Lu- Folato-Bombesina]

El radiomarcado se llevo acabo al agregar 50 pL de ’LuCls (1850 MBq, n.c.a., ITG,
Alemania) a 100 ug del conjugado Lys*(a,y-Folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14) en 150
uL de buffer de acetato de sodio 1 M, pH, con un periodo de incubacion de 20 minutos a
92°C. La solucidn final se diluy6 con 2 mL de una solucion de NaCl al 0.9% que contiene
20 mg de &cido ascorbico.

Con fines de comparacion, ’Lu-DOTA-GGC-Folato (*'’Lu-Folato) y Lys*Lys3(*'’Lu-
DOTA)-Bombesina (*"’Lu-Bombesina) se prepararon bajo el mismo procedimiento.
Determinacion de la pureza radioquimica. La pureza radioquimica se determin6 por HPLC
en fase reversa acoplado a un detector de radiactividad (Radio-HPLC Detector IN/US System
v-RM model) y a un detector de UV (Waters 2996 Photodiode Array Detector). Se utiliz6
una columna pBondapak C-18, 10 um, 125 A° (3.9 mm x 300 mm).

Se empled un sistema de gradientes para la fase movil utilizando TFA 0.1%/agua como
solvente A y TFA 0.1%/acetonitrilo como solvente B a un flujo de 1 mL/min. El gradiente
comenzo en 100% del solvente A durante 3 min, cambiando 50% del solvente A en 10 min,
se mantuvo esta proporcion por 10 min y se cambio a 30% del solvente A en 3 min,
finalmente se regres6 a 100% del solvente A por 4 min.
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6.5.4 Estudios in vitro

Estabilidad en suero humano. Para determinar la estabilidad en suero humano del conjugado
177|_u-Folato-Bombesina, 200 uL del radiofarmaco se diluyeron en una relacién 1:10 con
suero humano fresco y se incubaron a 37°C. La estabilidad del radiofarmaco se determiné a
partir de 100 uL de cada muestra tomadas a diferentes tiempos de 10 min a 24 horas mediante
el analisis de los perfiles cromatograficos de UV y radiactividad obtenidos por HPLC de
exclusion molecular (ProteinPak 300SW, Waters, 1 mL/min, PBS). Un cambio en el perfil
de radiactividad a un peso molecular mayor indica unién a proteinas, mientras que el peso
molecular mas bajo indica unién a la cisteina.

Afinidad de }"’Lu-Folato-Bombesina a la proteina del receptor GRP y al receptor de Folato
Para evaluar la afinidad del conjugado "’Lu-Folato-Bombesina a la proteina recombinante
del receptor del péptido liberador de gastrina GRP (Novus Biologicals, LLC, USA) y a la
proteina humana del receptor de Folato (Sigma-Aldrich, SL, USA), se desarrollaron ensayos
de competencia por los sitios de unién entre la molécula Folato-DOTA-Bombesina y el
radiofarmaco ’’Lu-Folato-Bombesina. El perfil de competencia se obtuvo cuantificando el
porcentaje de union de una concentracion constante de ’’Lu-Folato-Bombesina que
permanece en la muestra a medida que se le afladen concentraciones crecientes de Folato-
DOTA-Bombesina.

Para el procedimiento se utilizé una microplaca de 96 pozos (Corning, NY, USA) recubierta
con poli-Lisina (100 pL/por pozo, 0.1 mg/mL) durante 15 minutos a temperatura ambiente
en una campana de flujo laminar, con el fin de fijar la proteina del receptor GRP o del receptor
de folato. La poli-Lisina se retird de los pozos y la placa se lavo dos veces con 200 L de
agua tipo 1. Posteriormente, se adicionaron 100 pL (15 ng) de una solucion de la proteina
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GRPR 0 FR (0.15 ng/ pL en Coating buffer (25 mM Tris-HCI, pH=7.4, 150 mM NacCl, 1
mM CaCly) en cada pozo y la placa se incubo a 4°C durante 24 h. Transcurrido el tiempo, la
placa se lavd dos veces con 200 pL buffer de unién (0.1% albdmina de suero bovino (ASB)
in coating buffer) y se incub6 con un buffer de blogueo (1% ASB en coating buffer) a
temperatura ambiente por 2 h. Se retiro el buffer de bloqueo para adicionar 140 pL de buffer
de unién que contienen 70 kBq de !’’Lu-Folato-Bombesina y 100 uL de cada dilucion
preparada de Lys'(a,y-Folato)Lys3(DOTA)-Bombesina (1-14) (de 10000 a 0.01 nM) vy se
incubaron a 37°C por 1 h. Después de la incubacién, los pozos se lavaron tres veces con
buffer de unién y se midio la actividad en cada pozo con un detector de Nal (TI) Auto-In-V-
tron, 4010, NML, Inc. Por ultimo, se determino el ICso (concentracion de Folato-DOTA.-
Bombesina que inhibe el 50% de unién de ’’Lu-Folato-Bombesina) para cada receptor
mediante un andlisis de regresion no-lineal.

Cultivo celular. Las células T47D de cancer de mama se obtuvieron originalmente de la
ATCC (American Type Culture Collection) y se cultivaron a 37 °C, en una atmosfera al 5 %
de dioxido de carbono (COz) y 100 % de humedad, en medio Roswell Park Memorial
Institute-libre de folato (RPMI-libre de folato, Sigma-Adrich Co) suplementado al 10 % con
suero fetal bovino (FBS) y al 1% con antibioticos (estreptomicina y penicilina). EI medio fue
sustituido cada tercer dia con 10 mL por caja de cultivo.

Estudios de captacion in vitro. Se realiz6 una dilucion de las células T47D en medio fresco
hasta tener aproximadamente 1x10° células en un tubo de ensayo (0.5 mL) y se incubaron
con 20 pL (0.9 MBq) de ’Lu-Folato-Bombesina o 1’’Lu-Bombesina o ’Lu-Folato a 37 °C
por 1 h. Los tubos de ensayo se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min y se lavaron dos

veces con buffer de fosfato salino (PBS). Se determind la actividad en el boton celular con
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un detector de centelleo tipo-pozo (Auto In-v-tron 4010, NML, Inc.). La radiactividad en el
botdn celular representa al radiofarmaco que se une a la membrana y al que se internaliza.
La actividad asociada a la membrana se removio al agregar 1 mL de una solucién de &cido
acetico a 0.2 M/ NaCl 0.5 M. Los tubos de ensayo nuevamente se centrifugaron para obtener
la actividad en el boton, la cual se asocia con el radiofarmaco internalizado. Se tomd una
alicuota con la actividad inicial que significd el 100 % y entonces se calculé la actividad
captada en las células.

Los estudios de bloqueo se determinaron en paralelo usando 50 pL de Lys*-Bombesina
(0.5 mM) o0 50 pL de &cido félico en 0.01 M NaOH (0.5 mM) los cuales se colocaron 30 min
antes de la adicion del radiofarmaco.

6.5.5 Estudios in vivo

Modelo animal. La captacion en el tumor, los estudios de biodistribucion y de imagen se
realizaron en ratones de acuerdo a las reglas y regulaciones de la Norma Oficial Mexicana
062-Z00-1999. Se utilizaron ratonas atimicas hembras con un peso entre 18 y 20 g. Las
ratonas se mantuvieron en cajas de acrilico estériles, con aserrin, temperatura constante,
humedad, ruido y periodos de obscuridad (12/12 horas de luz/obscuridad). Las ratonas se
mantuvieron en una dieta libre de folato por tres semanas antes de los estudios de
biodistribucion e imagen.

Induccion del tumor. La induccion de tumores en la region dorsal superior de las ratonas de
6 a 7 semanas de edad, se realiz6 mediante la inyeccion subcutanea de 2 x 10° células T47D
suspendidas en 0.1 ml de PBS. Los sitios de inyeccion se observaron regularmente para

verificar la formacion y progresion del tumor.
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Estudios de Biodistribucion. Los ratones atimicos con tumores inducidos T47D fueron
inyectados intravenosamente con 7’Lu-Folato-Bombesina (100 pL, 74 MBQ) y se
sacrificaron a 2, 4, 24, 48 y 120 h (n=3 para cada tiempo) después de la administracion del
radiofarmaco. El corazén, bazo, pancreas, higado, pulmones, rifiones, el tumor y muestras de
sangre, intestino, hueso y musculo fueron retirados y colocados en tubos de ensayo de
plastico previamente pesados. La actividad contenida en cada érgano se determind con un
detector de centelleo tipo-pozo (Canberra) junto con dos alicuotas de la dilucién estandar de
9MTc-Folato-Bombesina (solucion original) que representa el 100 % de la dosis inyectada,
para obtener la actividad corregida por decaimiento. Las actividades medidas se usaron para
determinar el porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% 1D/g) y/o por 6rgano (%
ID)

Para los estudios de Bloqueo, los ratones con tumores T47D inducidos se inyectaron en la
vena de la cola con Lys3-Bombesina (1-14) (50 pL, 0.5 mM) o &cido félico (50 pL in 0.01 M
NaOH, 0.5 mM) 10 minutos antes de la inyeccion intravenosa de *’’Lu-Folato-Bombesina
(100 pL, 74 MBq), Los ratones se sacrificaron dos horas después de la administracion del
radiofarmaco siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

Con fines de comparacion, se administraron 100 pL de Y’Lu-Bombesina (74 MBq) o }""Lu-
Folato (74 MBq) en ratones atimicos con tumores T47D Yy se sacrificaron a las 2 h después
de la administracion del radiofarmaco (n=3 para cada grupo) como se describe anteriormente.
Modelo biocinético y estimacion de la dosis absorbida. El porcentaje de dosis inyectada a
diferentes tiempos en el bazo, higado, rifiones y tumores (con masa promedio de 0.1g) se
utilizaron para obtener las curvas de actividad contra tiempo corregidas por decaimiento

[qn(t) = A, (t)e?rt], los resultados obtenidos representan el comportamiento biolégico de
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77| y-Folato-Bombesina en cada 6rgano. La funcion A, (t) = g, (t)e *u-177¢ se integrd en
el tiempo para obtener el nimero total de desintegraciones (N) del radiontclido en la region
fuente normalizada por unidad de actividad administrada (MBq), mediante la siguiente

ecuacion:

t=c0
Nfuente = f Ap(t)dt

t=0

La dosis absorbida en los 6rganos se estimo con la ecuacion siguiente:

Dblancoefuente = Nfuente X DFblancoefuente
fuente

Donde:
Eblanw(_fueme es la dosis absorbida promedio para el 6rgano blanco dada por el érgano

fuente Y DFp ancocfuente €S €l factor de dosis y es determinado por la ecuacion siguiente:
DFblanco<—fuente = z Ai(I)i (blanco«<fuente)
i

Donde el término A; es la energia promedio emitida por desintegracion, para varios i-tipos
de radiacion (emisiones i-tipos, Y. n;E;). El término ®; representa a la fraccion absorbida que
es dependiente de las propiedades de las emisiones del i-tipo y del tamafio, forma y
separacion entre el 6rgano fuente y el blanco. Los valores de DF se obtuvieron con base a los
datos reportados por Miller y col. [103] donde la fraccion de dosis absorbida dada por las
particulas P se calculdo con Monte Carlo usando los codigos de transporte de radiacion
MCNP4 y PEREGRINE (BASE-boxel) en un modelo de ratén.

Con fines de comparacion, se calculd la dosis absorbida dada por el *’’Lu-Bombesina y *"’Lu-

Folato en el bazo, higado, rifiones y tumor, siguiendo el método descrito anteriormente.
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Estudios de imagen. Las imagenes de SPECT/CT se adquirieron 2 y 4 h después de la
administracion de !"’Lu-Folato-Bombesina usando un micro-SPECT/CT (Albira,
ONCOVISION; Gem Imaging S. A., Valencia, Spain) para verificar la captacion en el tumor.
Los ratones se mantuvieron anestesiados por inhalacion con isoflurano al 2% en conjunto
con aire y oxigeno puro. Se colocaron en posicion prona y se adquirié la imagen a cuerpo
entero. Para la adquisicion de la imagen SPECT en 3D se consider6 un campo de vision
(FOV) de 60 mm con una ventana simétrica al 20% centrada a 140 keV, se usé un colimador
tipo pinole y se tomaron un total de 64 proyecciones de 30 segundos cada una hasta cubrir
360°. El conjunto de imagenes se reconstruyd usando un algoritmo con parametros en modo
estandar proporcionados por el fabricante. La adquisicion de la imagen CT se realiz6 con un
voltaje de 35 kV, con una corriente de 700 pA y con un total de 64 proyecciones micro-CT.

6.6 Variables de estudio

Independientes:  Radioconjugados  heterobivalentes  Lys*(o,y-Folato)Lys3(**™Tc-
EDDA/HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys!(a,y-Folato)Lys*(*"/Lu-DOTA)-Bombesina (1-14)
Dependientes: dosis de radiacion y valor de captacion estandar (SUV).

Intervinientes: retencidn, afinidad a los receptores, eliminacion, proliferacion celular, pureza

radioquimica.
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Tabla 6.2. Variables de estudio.

Toda aquella sustancia que contiene un

atomo radiactivo en su estructuray que

HPLC
Radiofdrmaco por su forma farmacéutica, cantidad y
ITLC cuantitativa Razén=Rf/total ANOVA
calidad de radiacién puede ser
administrada en humanos para fines de
diagndstico y terapia.
Es la energia depositada por las
Dosis absorbida en ratén particulas en una regién blanco con Metodologia MIRD Cuantitativa [Gy] Distribucién Normal
masa conocida.
Es la relacion de la concentracién de
Valor de captacién radiactividad derivada de una imagen y cuantificacién de la
cuantitativa Razén=Rf/total Distribucién Normal
estandar (SUV) la concentracién en el cuerpo entero de captacién en imagen

la radiactividad inyectada

6.7 Recolecciéon de datos

La recoleccion de los datos para la caracterizacion de los péptidos por si solos y de los
conjugados heterobivalentes se realizaron con 20 barridos aproximadamente para cada una

de las técnicas espectroscopicas.

Para los estudios de afinidad in vitro, captacion especifica en las en células de cancer de
mama T47D vy estudios de biodistribucién en ratones atimicos con tumores inducidos T47D,
la recoleccion de los datos de los conjugados heterobivalentes se realiz6 al cuantificar la

actividad de las muestras con un detector de centelleo tipo-pozo.

Para el calculo de los modelos biocinéticos y dosis absorbida de radiacién de los conjugados
heterobivalentes en ratones con tumores T47D, se realiz6 mediante una aproximacion tedrica

a partir de los datos de biodistribucion.
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La recoleccion de los datos para las imagenes SPECT/CT se realizaron a partir de la
adquisicion de iméagenes estaticas a diferentes angulos y tiempos después de la

administracion de los conjugados heterobivalentes.

6.8. Analisis de datos
La diferencias entre los estudios de bloqueo y sin bloqueo, tanto in vitro como in vivo, se

evaluaron con la prueba de t-student con un grado de significancia p < 0.05.

6.9. Aspecto ético e implicaciones bioéticas
La investigacion del presente trabajo se realiz6 de acuerdo a las normas NOM-012-STPS-
1999 para condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo donde se produzcan,
usen, almacenen o transporten fuentes de radiacion, NOM-004-NUCL-1994, de clasificacion
de los desechos radiactivos y NOM-36-NUCL-2001 de los requerimientos para instalaciones

de tratamiento y acondicionamiento de desechos radiactivos.

Los estudios a nivel preclinico como induccion de tumores, biodistribucion y adquisicion de
imagenes SPECT/CT en los ratones atimicos se realizaron de acuerdo con las reglas y
regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Los desechos bioldgicos
tanto animales como de las células de cancer T47D, se manejaron de acuerdo a la Norma

Oficial Mexicana de Bioseguridad NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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7.1.2 Resumen
Introduccion Estudios clinicos en mujeres con **™Tc-Bombesina han mostrado imagenes
adecuadas de tumores de cancer de mama que sobre-expresan receptores del péptido
liberador de gastrina (GRPR). Recientes estudios han demostrado que la mayoria de los
tumores de mama sobre-expresan receptores de folato (FRa).
Objetivo El objetivo del trabajo fue sintetizar el conjugado Lys!(a,y-Folato)-Lys3(**™Tc-
EDDA/HYNIC)-Bombesina (1-14) (**"Tc-Bombesina-Folato), asi como también, evaluar
in vitro e in vivo el potencial del radiofarmaco para la deteccién de FRa y GRPR.
Métodos el péptido Lys'Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14) se conjugd al é&cido félico y
producto se purificd por HPLC de exclusién molecular. Estudios espectroscopicos de UV-
vis, FT-IR y MALDI-TOF fueron usados para caracterizacion quimica. El radiomarcado con
9MT¢ se realizé usando EDDA/Tricina como coligantes. Los estudios in vitro se llevaron en
las células de cancer de mama T47D (positivas a GRPR y FRa). Estudios de biodistribucion
e imégenes micro-SPECT-CT se obtuvieron usando ratones atimicos con tumores inducidos
T47D.
Resultados Los analisis de HPLC indicaron que el radioconjugado se obtuvo con alta pureza
radioquimica (96 + 2.1%). Los resultados in vitro e in vivo mostraron una importante
captacion del radiofarmaco en las células T47D y tumores (5.43% ID/g), la cual fue
significativamente inhibida por la pre-incubacion con &cido félico y bombesina.
Conclusion el radiofarmaco heterobivalente significativamente mejoro la captacion del

tumor in vivo debido a la interaccion concomitante con FRa y GRPR.
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7.1.3 Abstract

Background Clinical studies in women using **™Tc-Bombesin have shown successful
radionuclide imaging of breast tumours overexpressing gastrin-releasing peptide receptors
(GRPR). Recent studies have demonstrated that most breast tumours overexpress folate
receptors (FRa).

Aim The aim of this work was to synthesize the Lys(a,y-Folate)-Lys3(®®™Tc-
EDDA/HYNIC)-Bombesin (1-14) conjugate (**"Tc-Bombesin-Folate), as well as to assess
the in vitro and in vivo radiopharmaceutical potential to target FRo. and GRPR.

Methods Lys'Lys}(HYNIC)-Bombesin (1-14) was conjugated to folic acid and the product
purified by size-exclusion HPLC. UV-vis, FT-IR and MALDI-TOF spectroscopic studies
were used for chemical characterization. %™Tc labelling was performed using
EDDAVtricine as coligands. In vitro binding studies were carried out in T47D breast cancer
cells (positive to FRo and GRPR). Biodistribution studies and micro-SPECT/CT images
were obtained using athymic mice with T47D-induced tumours.

Results HPLC analyses indicated that the radioconjugate was obtained with high
radiochemical purity (96 £ 2.1%). The in vitro and in vivo results showed an important uptake
of the radiopharmaceutical in the T47D cells and tumours (5.43% ID/g), which was
significantly inhibited by pre-incubation with cold folic acid or cold bombesin.

Conclusion The ®™Tc-Bombesin-Folate heterobivalent radiopharmaceutical significantly

enhances the in vivo tumour uptake due to the concomitant interaction with FRa and GRPR.

Keywords: Lys3-Bombesin (1-14); technetium-99m; heterobivalent radiopharmaceuticals;

breast cancer; radiolabelled Lys®-bombesin.
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7.1.4 Introduction

Methods for visualizing breast cancer include mammography, magnetic resonance imaging,
ultrasound, and nuclear medicine-based methods such as ®MTc-sestamibi and *®F-fluor-
deoxy-glucose, unfortunately all lacking specificity [1].

Over the last two decades, several experimental evidences have suggested that the gastrin-
releasing peptide (GRP) and other bombesin-like peptides act as growth factors in many types
of cancer [2]. Overexpression of gastrin-releasing peptide receptors (GRPR) is present in
96% of breast cancer tissues [1]. Different bombesin analogues with high affinity for GRPR
have been evaluated in preclinical studies for receptor-specific imaging and therapy [2].
9MTc-Bombesin takes advantage of the optimal imaging characteristics of technetium (half-
life of 6 h and 140-keV photon) for single photon emission computed tomography (SPECT),
and it has also been successfully used in clinical studies to diagnose breast tumours [3-6].

In particular, the GRPR is highly expressed in T47D human breast cells, and that is the reason
for which these cells have been used as tumour models to evaluate new bombesin probes [1,
7-9].

Folate receptor-a. (FRa) is a membrane-bound protein with high affinity for binding and
transporting folate into cells. Folate is a basic component of cell metabolism and DNA
synthesis and repair. Cancer cells, which rapidly divide, have an increased requirement for
folate to maintain DNA synthesis, an observation supported by the widespread use of
antifolates in cancer chemotherapy [10, 11].

The overexpression of FRa protein has been confirmed in all clinical breast cancer subtypes
comprised of oestrogen receptor-positive (ER+), progesterone receptor-positive (PR+),

human epidermal growth factor receptor-positive (HER2+), and triple negative (ER", HERZ2",
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PR") tumours [12-14]. Recent polymerase chain reaction studies confirmed that FRa is highly
expressed in T47D cells [15].
The development of radiolabelled heterobivalent molecules that interact concomitantly with
different targets on tumour cells is an important strategy for specific, sensitive, and non-
invasive tumour imaging [16]. Therefore, a heterobivalent conjugate of bombesin and folate
is expected to improve the recognition of breast cancer cells positive to FR and GRPR.
Recently, ®MTc-Citrate-Folate and *°*"Tc- Glucarate-Folate heterodimers have been reported
as radiopharmaceuticals with high-radiochemical purity [17, 18], although citrate and
glucarate were used as chelators to bind the **™Tc metal, not to target a second specific
receptor. The availability of simple, efficient and reproducible radiolabelling procedures is
essential for developing radiopharmaceuticals for routine clinical use. Ethylenediamine-
N,N"-diacetic acid (EDDA) is a hydrophilic molecule that may favour renal excretion when
used as a coligand in the **™Tc labelling of hydrazinonicotinamide (HYNIC)-peptides, and
can be formulated easily in a lyophilized kit [19].
The aim of this work was to synthesize the Lys!(a,y-Folate)-Lys3(**"Tc-EDDA/HYNIC)-
Bombesin (1-14) heterobivalent radioconjugate (*°"Tc-Bombesin-Folate), as well as to
assess the in vitro and in vivo radiopharmaceutical potential to target T47D breast tumours
overexpressing folate- and GRP-receptors.

7.1.5 Materials and Methods

7.1.5.1 Synthesis and chemical characterization

Reagents. All reagents were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis,

Missouri, USA) and were used as received. HoN-Lys!Lys3(HYNIC)-Bombesin (1-14) and
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HYNIC-Gly-Gly-Cys (HYNIC-GGC) peptides with a purity of >90% (HPLC), were
obtained from piChem Laboratory (Graz, Austria).

Synthesis of Lys!(a,y-Folate)Lys*(HYNIC)-Bombesin (1-14) [Bombesin-Folate].

Eighty microliters of folic acid solution [2.25 pumol; 1 mg in 100 pL of dimethylformamide
(DMF)] was added to a mixture containing 50 pL of 0.2 M diisopropylethylamine (DIPEA,
to provide a basic medium) (9.3 pmol; 1.2 mg in 50 pL of DMF) and 50 pL of the carboxylate
activating agent [HATU = (O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexa
fluoro phosphate); 2.63 umol, 1 mg in 50 uL. of DMF. The reaction mixture was incubated
for 15 min at room temperature (20°C). To 80 puL of the above solution (1 umol of activated
folate), 20 pL (0.57 pmol; 50 mg/mL injectable-grade water) of Lys!Lys*(HYNIC)-
Bombesin (1-14) (Bombesin), was added. The reaction mixture was incubated for 90 min at
room temperature (20°C). The mixture was dried under vacuum.

The reaction mixture was reconstituted in 0.5 mL of injectable-grade water and purified using
a size exclusion high-performance liquid chromatography (HPLC, 1 mL loop) system
(YMCPack-Diol-60, 8 mm x 500 mm 1.D., 0.7 mL/min, HPLC grade water) with a
photodiode array UV-vis detector.

The synthesized conjugate was separated by HPLC as a mixture of a- and y-Lys!
(Folate)Lys®(HYNIC)-Bombesin (1-14) regioisomers, and was characterized and used
further without separation of regioisomers. The purified conjugate was dried under vacuum.

For comparative studies, HYNIC-GGC was conjugated to folate under the same procedure.
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Chemical characterization

UV-vis spectroscopy. UV-vis spectra of folic acid (1 mg dissolved in 0.1 M NaOH),
Bombesin and Bombesin-Folate were obtained in the range of 200-700 nm with a Perkin-
Elmer Lambda-Bio spectrometer (Waltham, MA, USA) using a 1 cm quartz cuvette.

IR spectroscopy. Spectra of folic acid, Bombesin and Bombesin-Folate, in solid state, were
obtained on a Perkin-Elmer System spectrometer (Spectrum 400) (Waltham, MA, USA) with
an attenuated total reflection platform (Diamond GLADIATOR, Pike Technologies;
Madison, WI, USA) from 500 to 4000 cm™.

MALDI-TOF mass spectrometry (MS). The Bombesin-Folate mass spectrum was measured
with a microflex mass spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA), operating in reflector
mode and using a-cyano-4-hydroxycinnamic acid as a matrix. Data was processed using the
Bruker Daltonics flex Analysis software.

Molecular modelling. Based on the experimental results, the Bombesin-o-Folate and
Bombesin-y-Folate regioisomeric molecules were built taking into account valence, bond
type, carbonyl group position, charge and hybridization. The minimum energies (Molecular
Mechanics calculations by Augmented MM3 procedure) and the lowest energy conformer
(CONFLEX procedure) associated to the optimized geometry of their structures, were
calculated using the CAChe Pro 5.04 program package for Windows® (Fujitsu Ltd., 2000-
2001). Lys'(a-Folate)-Lys*(*®*™Tc-EDDA/HYNIC)-Bombesin (1-14) (**"Tc-Bombesin-o-
Folate) and Lys(y-Folate)-Lys3(**"Tc-EDDA/HYNIC)-Bombesin (1-14) (*™Tc-Bombesin-

y-Folate) were also calculated by the MM3 Augmented and CONFLEX procedures.

74



7.1.5.2 Preparation of Lys'(a,y-Folate)Lys*(**"Tc-EDDA/HYNIC)-Bombesin (1-

14) [**™Tc-Bombesin-Folate]

Radiolabelling was carried out by adding 0.5 mL of EDDA-Tricine solution (30 mg of EDDA
in 1.5 mL of 0.1 M NaOH and 60 mg of tricine in 1.5 mL of 0.2 M phosphate buffer, pH=7),
10 pL of SnCl; solution (1 mg/mL, in 0.012M HCI) and 0.5 mL of *™Tc-pertechnetate
(GETEC-ININ, Mexico, 740-925 MBq) to 70 uL of Bombesin-Folate (0.5 mg/mL), followed
by incubation at 92°C for 20 min in a dry block heater. The final radiopharmaceutical solution
was diluted with 0.9% NaCl at the radioactive concentration described in the in vitro an in
vivo experiments. For comparative studies, M Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate (**MTc-
Folate) and Lys'Lys*(**"Tc-EDDA/HYNIC)-Bombesin (1-14) (**"Tc-Bombesin) were also
prepared using the same labelling procedure.

The radiochemical purity was determined by reversed-phase HPLC on a C-18 column
(uBondapak C18 column, Waters) using a Waters Empower system with an in-line
radioactivity detector and a gradient of water/acetonitrile containing 0.1% TFA from 95/5
(v/Vv) to 20/80 (v/v) over 35 min at a flow rate of 1 mL/min. Using this system, free **"Tc0O,
exhibits tr=3-3.5 min and **"Tc-EDDA/Tricine tr = 4.0- 4.6 min.

7.1.5.3 In vitro studies

Stability in human serum

To determine the stability of ®™Tc-Bombesin-Folate in serum, 200 uL of radiotracer was
diluted at a ratio of 1:10 with fresh human serum and incubated at 37°C. Radiochemical
stability was determined by 100 pL. samples taken at different time points from 10 min to 24

h for radio HPLC size exclusion analysis (ProteinPak 300SW, Waters, 1 mL/min, PBS).
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Chromatographic profiles were obtained using two different detector systems, the UV-vis
detector and a radiometric detector. A shift in the radioactivity profile to larger molecular
weight indicates protein binding, while lower molecular weight indicates labelled catabolites
or serum cysteine binding.

In vitro affinity studies

A 96-well microplate (Corning, NY, USA) was coated with a 100 uL/well of poly-L-lysine
(0.1 mg/mL) and incubated at room temperature (20°C) for 20 min. The solution was
removed and the plate dried at 37°C. Each well was coated with 100 pL (150 ng) of purified
human folate receptor protein (Sigma-Aldrich, SL, USA) or 100 uL (150 ng) of gastrin-
releasing peptide receptor/GRPR recombinant protein (Novus Biologicals, LLC, USA)
solution in coating buffer (25 mM Tris-HCI, pH=7.4, 150 mM NaCl, 1 mM CacCl,) and was
incubated at 4°C for 20 h. The plates were washed twice with binding buffer (0.1% bovine
serum albumin (BSA) in coating buffer). The wells were blocked for 2 h with 200 uL of
blocking buffer (1% BSA in coating buffer) and was then discharged. Then, 140 pL of
binding buffer containing 70 kBq of *°™Tc-Bombesin-Folate, and appropriate dilutions (from
10000 nM to 0.01 nM) of Bombesin-Folate, were incubated in the wells at 25°C for 1 h. After
incubation, the plates were washed three times with binding buffer. The wells were cut out
and counted in a gamma counter. ICso values (the concentration of Bombesin-Folate
inhibiting 50% of radioligand binding) were calculated by non-linear regression analysis.

Each data point was the average of six wells (n=6).
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Expression of GRPR and FR in T47D cells

T47D human breast cancer cell line (obtained from the ATCC, USA) was grown at 37°C
with 5% CO. and 85% humidity in folate-free RPMI-1640 culture medium supplemented
with 10% foetal bovine serum and 1% antibiotics (streptomycin and penicillin).

In order to corroborate the GRPR and FR expression in T47D cells, the reverse transcriptase-
gPCR assay was performed. Total RNA was extracted from cancer cells using trizol reagent
(Life Technologies, Carlbad, USA). The concentration of RNA was estimated
spectrophotometrically at 260/280 nm and a constant amount of RNA (2 pg) was reverse
transcribed using a commercial assay (Roche Applied Science, IN, USA). Probes and primers
for gPCR amplification were designed with the Universal Probe Library Assay Design Center
from Roche. Real-time PCR was carried out using the LightCycler 480 instrument (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) with the following protocol: activation of Tag DNA
polymerase and DNA denaturation at 95 °C for 10 min, 45 amplification cycles of 10 s at 95
°C, 30 sec at 60 °C, and 1 s at 72 °C,). Three microliters cDNA were used for gPCR
amplifications with the specific primers: GRPR: forward 5-CCCGTGGAAGGGAATAT
ACA-3" and reverse 5'-GCGGTACAGGTAGATGACATGAT-3". Folate receptor: forward
5-GAGCAGAGCAGAAGCCTGA-3" and reverse 5-GGTGATCCTTTGGGTTCAGTT-
3". The gene expression of the housekeeping gene glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH): 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3° and reverse 5'-
GCCCAATACGACCAAATCC-3" was used as an internal control. Data obtained from
gPCR were analyzed using the AACT method. Finally, results were expressed as a relative

fold expression between FR-a and GRPR in T47D cells.
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In vitro uptake studies

T47D cancer cells suspended in fresh medium were diluted to 1x108 cells/tube with PBS and
incubated with 20 uL (0.9 MBq) of **"Tc-Bombesin-Folate or ®™Tc-Bombesin or *™Tc-
Folate in triplicate at 37 °C for 1 h. The test tubes were centrifuged at 2500 rpm for 5 min
and washed with phosphate-buffered saline. Radioactivity in the cell pellet represents both
membrane-bound and internalized radiopharmaceutical and was measured in a crystal
scintillation well-type detector (Auto In-v-tron 4010, NML, Inc.). The membrane-bound
activity was removed with 1 mL of 0.2 M acetic acid/ 0.5 M NaCl solution added to the cell
pellet. The test tubes were centrifuged and the pellet activity, which was considered as
internalization, was measured. Blocking studies were carried out in parallel, the cells were
preincubated with 50 uL of folic acid in 0.01 M NaOH (0.5 mM) or 50 pL of Lys®-bombesin
(0.5 mM) for 30 min before addition of the radiopharmaceutical.

7.1.5.4 In vivo studies

Tumour uptake studies in mice were carried out according to the rules and regulations of the
Official Mexican Norm 062-Z00-1999. Athymic mice, 6-7 weeks old and 18-20 g weight,
were kept in sterile cages with sterile wood-shaving beds, constant temperature, humidity,
noise and 12:12 light periods. Athymic mice were maintained on a folate-free diet for 3 weeks
before biodistribution and imaging studies.

Tumour induction

Athymic female mice (6-7 wk) were inoculated subcutaneously in upper back with 2 x 108
T47D cancer cells suspended in 0.1 mL of phosphate-buffered saline. Injection sites were
observed at regular intervals for tumour formation and progression.

Biodistribution studies
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Athymic mice with T47D-induced tumours were injected into the tail vein with %®MTc-
Bombesin-Folate (100 puL, 9 MBq). Mice were sacrificed at 0.5, 2 and 24 h (n=3 for each
mice) after radiopharmaceutical administration. Whole heart, lungs, liver, spleen, kidneys
and samples of tumour, blood, intestines, bone and muscle were placed into pre-weighted
plastic test tubes. The activity was determined in a well-type scintillation detector along with
two aliquots of a diluted standard representing 100% of the injected dose. Mean activities
were used to obtain the percentage of injected activity per gram of tissue (%I1D/qg).

For the blocking studies, T47D tumour-bearing mice were injected with unlabelled Lys®-
Bombesin (1-14) (50 uL, 0.5 mM) or folic acid (50 pL in 0.01 M NaOH, 0.5 mM) via tail
vein ten minutes before intravenous injection of ®™Tc-Bombesin-Folate (100 pL, 9 MBq)
and complete dissection was carried out at 2 h after radiopharmaceutical administration as
described above.

For comparison with the **™Tc-Bombesin-Folate biodistribution, 100 pL with 9 MBq of
9MmTc-Bombesin or " Tc-Folate was intravenously injected into the T47D tumour-bearing
mice (n=3 for each group) and were also dissected at 2 h after radiopharmaceutical
administration as described above.

Imaging studies

Single photon emission computed tomography (SPECT) and X-ray computed tomography
(CT) images were acquired 2 h after radiopharmaceutical injection using a micro-SPECT/CT
scanner (Albira, ONCOVISION, Spain) to verify the tumour uptake of **™Tc-Folate,
¥mTc-Bombesin or **™Tc-Bombesin-Folate. Mice under 2% isoflurane anaesthesia were
placed in the prone position and whole body imaging was performed. The micro-SPECT field

of view was 60 mm, a symmetric 20% window was set at 140 keV and pinhole collimators

79



were used to acquire a 3D SPECT image with a total of 64 projections of 30 s each, over
360°. The image dataset was then reconstructed using the ordered subset expectation
maximization (OSEM) algorithm with standard mode parameter, as provided by the
manufacturer. CT parameters were 35 kV sure voltage, 700 pA current and 600 micro-CT
projections.

From the®®™Tc-Folate, ®°™Tc-Bombesin or ®°™Tc-Bombesin-Folate injected dose and weight
of each mouse, the mean tumour-standardized uptake value (n=3) [mean SUV =
(Ba/g)/(injected activity, Bg/body weight, g)] was calculated using the PMOD Data Analysis
Software (PMOD technologies).

Statistical analysis

Differences between the blocked and unblocked studies, in both in vitro and in vivo data,
were evaluated with the Student’s t-test (significance was defined as p<0.05).

7.1.6 Results and discussion
7.1.6.1 Synthesis. The overall reaction yield for Bombesin-Folate was 28% (Fig. 1).

Separation of regioisomers was not carried out, since it has been reported that both a-Folate

and y-Folate conjugates recognize FRa [20].
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Figure 1. Overall reaction scheme of the Lys'(o,y-Folate)Lys*(**"Tc-EDDA/HYNIC)-
Bombesin (1-14) synthesis.

7.1.6.2 Chemical characterization

UV-vis spectroscopy. The UV-vis spectra of folic acid, Bombesin and Bombesin-Folate are
presented in Figure 2. The spectrum of the Bombesin reveals a strong asymmetric band
centred at 205 nm which corresponds to the n — o* transition from Lys?, and a shoulder at
227 nm from © — w* transition of the peptide bond (-NH-CO-). The strong bands at 267 nm,
290 nm and 318 nm are associated to the m — m* transitions (-C=C- and -C=N- groups) of
the aromatic rings of the tryptophan and histidine residues in the Bombesin peptide. In the
spectrum of Bombesin-Folate conjugate, the band centred at 205 nm (primary amine from
Lys! of Bombesin) is not observed, nor the carboxylate of the folate (shoulder at 217 nm).
Instead, a very strong and semi-sharp band centred at 225 nm, corresponding to the formation

of a new peptide bond is revealed, which comes from the reaction between the NH,-Lys* and
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the activated folate. The band centred at 280 nm and the shoulder at 340 nm are associated

to the aromatic rings from the pteroate moiety of the folate.
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Figure 2. UV-vis spectra of the Folate, Bombesin and Bombesin-Folate.
FT-IR spectroscopy. The IR spectra of folic acid, Bombesin and Bombesin-Folate are
presented in Figure 3. The appearance of the new Bombesin-Folate conjugate reveals a
significant change in the molecular symmetry of the bombesin and the folic acid after
conjugation. The bonding of bombesin and folate through a new amide bond forbids the
vibrational frequencies of the primary amides and constrains those of the secondary amides,
since a semi-weak and complex band in the main amide region (1630-1510 cm™) is observed.
A semi-broad band (3360-3160 cm™) in the bombesin spectrum can be associated to N-H
stretching vibrations from the primary amine of the Lys!-functional group as well as primary

and secondary amides. Because of its disappearance in the Bombesin-Folate spectrum, it is

82



considered to correspond mainly to the bombesin-amine group involved in the reaction
between the NH-Lys® and the activated folate.

In the new conjugate, the alkyl substituents on the C-NH from the lysine sidechain and the
alkyl substituents on the carbonyl of the new amide, define a particular band position [21].
In consequence, a very strong band centred at 1075 cm™ with a shoulder at 1095 cm™ from
C-N- stretching vibrations from amide Il (Folate-C(O)-NH-bombesin), appears in the

Bombesin-Folate conjugate spectrum.
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Figure 3. FT-IR spectra of the Folic acid, Bombesin and Bombesin-Folate.
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MALDI-TOF mass spectrometry (MS). The pterin moiety of folic acid exists in tautomeric
forms that are not very stable to photolysis [22,23]. In the Bombesin-Folate conjugate, the
pterin moiety is photolyzed. Nevertheless, the main m/z found, indicated that the compound
was chemically pure and corresponds to the Lys'(a,y-Folate)-Lys®(HYNIC)-Bombesin (1-
14) (Bombesin-Folate) (m/z=2168).

Molecular modelling. The most stable conformers of the Bombesin-y-Folate and Bombesin-
o-Folate revealed energy values of 112 kcal'mol™® and 81 kcal'mol?, respectively. The
coordination of technetium to the HYNIC moiety resulted in highly stable complex
molecules with negative energy values for their most stable conformers. The %™Tc-
Bombesin-y-Folate energy was -260 kcal'mol™?, and for ®®™Tc-Bombesin-o-Folate, it was -
294 kcal'mol™. The distance between the pteroate of folate and methionine of bombesin was
4.1 nm for the y-regioisomer and 3.8 nm for the a-regioisomer.

It is known that the linker structure used is not only responsible for linking two peptides
together and providing a site for the radionuclide, but also orients the peptides spatially and
therefore influences the binding properties of the heterobivalent construct. Poethko et al. [24]
reported that the minimum linker length is approximately 3.5 nm for the simultaneous
binding of two peptide motifs to the receptors. As mentioned above, the longest distance
between the biologically active sites (folate pterin moiety and the methionine residue of
bombesin) was calculated to be from 3.8 to 4.1 nm, which are sufficiently long for the motifs
to bind to adjacent GRPR and FR simultaneously. This result suggests that the
9mTc-Bombesin-Folate heterobivalent radiopharmaceutical can improve the in vivo tumour

uptake due to the concomitant interaction with FRs and GRPRs.
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7.1.6.3 Radiochemical purity (RP). The RP of ®MTc-Bombesin-Folate was 96.05 + 2.12%,
as obtained by HPLC analyses without post-labelling purification (n=12). The radioconjugate
showed a protein binding of less than 1% at 2 h without **™Tc transchelation to cysteine,
indicating an adequate radiopharmaceutical stability towards cysteine present in blood.
7.1.6.4 In vitro studies

The in vitro binding studies demonstrated that **™Tc-Bombesin-Folate displays high
recognition by the GRPR and human folate receptor protein, with adequate 1Cso values (less
than 10 nM) (Fig. 4). A similar ICsp nanomolar scale has previously been reported for other
bombesin analogues and folate derivatives considered as high affinity radiopharmaceuticals
[25,26]. The *®*™Tc-Bombesin-Folate recognition by GRPRs and FRs, in agreement with the
molecular modelling, indicated that the biological recognition sites of bombesin (eight C-
terminal amino acids) and Folate (pterin moiety) in the conjugate are exposed to the medium
without a significant effect on their conformational arrangement.

PCR studies demonstrated that the GRPR expression level in T47D cells is approximately
six fold in comparison with FR expression (Fig. 5). Nevertheless, the GRPR and FR
expression makes of T47D a suitable model for evaluating the heterobivalent

radiopharmaceutical specificity.
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Figure 4. Inhibition of Lys(a,y-Folate)-Lys3(**"Tc-EDDA/HYNIC)-Bombesin(1-14)
binding to the GRP receptor recombinant protein or the human folate receptor protein by

competition with the cold heterobivalent conjugate.
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Figure 5. Relative expression of FR-o and GRPR in T47D cells evaluated by qPCR.
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Cell studies showed an important uptake of **"Tc-Bombesin-Folate in T47D cancer cells,
which was significantly inhibited by pre-incubation with cold Lys3-bombesin peptide or folic
acid alone (p<0.05) (Table 1), indicating that the heterobivalent conjugate has specific
recognition for GRPRs and FRs. ®™Tc-Bombesin uptake was higher than that of the ™ Tc-
Folate in cancer cells (Table 1), which correlates with the higher GRPR expression with
respect to FR found in T47D by PCR. These results suggest that the specific targeting of the
heterobivalent **™Tc-Bombesin-Folate conjugate in T47D breast cancer cells is mainly
dominated by the specific recognition of the bombesin moiety through GRP receptors. This
behaviour was corroborated with the blocking experiments, in which pre-incubation with
cold Lys3-bombesin showed greater blocking effect on the heterobivalent
radiopharmaceutical (69.7% less uptake) compared with that of the cold folic acid (20.1%
less uptake). Nevertheless, the in vitro T47D cell uptake was significantly higher for ™ Tc-

Bombesin-Folate than that of **™Tc-Folate or *™Tc-Bombesin (Table 1).

Table 1. ®™Tc-Folate, **™"Tc-Bombesin and *™Tc-Bombesin-Folate cell uptake and internalization (% of total
activity = SD, n=9) in unblocked and blocked T47D cancer cells at 1h.

Unblocked Blocked with Folic acid® Blocked with Lys®-bombesin?
Radiopharmaceutical Uptake Internalization Uptake Internalization Uptake Internalization
#mTc-Folate 14.29 +1.22* 7.31+0.96* 411+101* 289+121* 13.82+0.93 7.84+0.88
9mTc-Bombesin 33.03 + 1.52* 19.32+1.81* 3287+147 2001+122 3.98x+0.84* 2.74+0.59*

9mTc-Bombesin-
Folat 38.27 £0.91* 23.63+1.48* 3055+2.14* 1862+1.03* 11.61+1.18* 6.89+0.76*
olate

9®mTcOy4 (control) 341+0.74 1.54 £0.85 N.D. N.D. N.D. N.D.

Blocked cells were incubated with an additional receptor blocking dose of Folic acid or Lys*-bombesin in order to determine the non-
specific binding of radioactivity.

N.D.= not determined

*Significant statistical difference (p< 0.05) between blocked and unblocked
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7.16.5 In vivo studies

Biodistribution studies. Biodistribution results of ®™Tc-Bombesin-Folate in T47D tumour-
bearing mice showed a rapid renal excretion with 68.6 + 8.3% of the administered activity
eliminated by urine at 2 h. The kidney uptake was 15.65, 11.16 and 4.70% ID/g at 0.5, 2 and
24 h post-injection. High pancreas uptake was also found, due to the high natural expression
of GRP receptors in this organ. Hepatobiliary elimination was very low (< 2% ID/g in liver
at 30 min p.i.). Tumour uptake was 5.43% ID/g at 2 h (Table 2). *™Tc-Bombesin-Folate was
rapidly cleared from blood, resulting in high tumour-to-blood ratios at 0.5, 2 and 24 h after
injection. These results are in agreement with the low protein binding (< 2%) in human serum
at 2 h. Blocking studies with pre-injection of Lys3-bombesin or folic acid at 2 h showed a
significant decrease in the T47D-tumor uptake with respect to that of unblocked mice
(p<0.05) (Table 2). These correlate with the in vitro results, since pre-injection of cold Lys®-
bombesin also showed greater blocking effect on the heterobivalent radiopharmaceutical
tumour uptake (68% less uptake) compared with that of the cold folic acid (30% less uptake)
(Table 2). It is important to mention, that a significant decrease of renal uptake in folate-
blocking studies should occur because of its natural FR expression. However, peptides such
as bombesin are also highly retained in kidneys [3-6], and therefore makes observing the

folate-blocking effect in this organ difficult after **"Tc-Bombesin-Folate administration.
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Table 2. Biodistribution data of ®™Tc-Bombesin-Folate (1-14) in mice with T47D-induced tumours at 0.5, 2

and 24 h p.i. Results are shown as % ID/g (mean + SD, n=3).

Blocked with Blocked with
Tissue 0.5h 2h 24h Folic acid? Lys3-bombesin?
2h 2h
Blood 1.79+0.52 0.23+0.03 0.02+0.01 0.07 £0.02 0.18 £ 0.06
Heart 0.97+ 0.26 0.08£0.01 0.02+0.01 0.06 £0.01 0.11+0.03
Lungs 141+0.13 0.13+0.01 0.05+0.02 0.11+0.03 0.14 £ 0.05
Liver 1.23+0.30 0.44 £ 0.07 0.04 £0.01 1.17+£0.19 0.65+0.09
Pancreas 7.32+£2.66 2.71 £ 0.65* 1.84 + 0.56 197+081 0.25+0.16*
Spleen 1.16 £ 0.05 0.15+£0.02 0.08+ 0.02 0.12+£0.03 0.19£0.05
Kidneys 15.65 + 1.45 11.16 £1.38 470 +£0.93 10.38£0.51 11.56 £0.80
Stomach 1.05+0.18 0.79+0.08 0.01+0.01 0.84+0.61 0.95+0.12
Intestine 0.84+0.13 0.37 £0.06 0.01+0.01 0.39+0.02 0.51+0.09
Muscle 0.23+0.03 0.06 £0.02 0.01+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01
Bone 0.22 £0.05 0.02+0.01 0.01+0.01 0.01+0.01 0.02 £0.02
T47D Tumour 7.73+1.31 543+ 0.97* 247 +£0.63 3.78 £ 0.67* 1.74 + 0.49*

3Blocked mice were i.p. injected with an additional receptor-blocking dose of Folic acid or LyS3-b0mbeSin.
*Significant statistical difference (p<0.05) between blocked and unblocked.

Figure 6 shows the biodistribution of °*™Tc-Bombesin-Folate, %M™Tc-Folate and
®MTc-Bombesin in T47D tumour-bearing mice at 2 h after radiopharmaceutical
administration. The **™Tc-Bombesin-Folate heterobivalent molecule showed fast blood
clearance and a significantly higher tumour uptake than that of °*™Tc-Folate or

9mTc-Bombesin (p<0.05) (Fig. 6).
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Figure 6. Biodistribution data of ®™Tc-Folate, **™Tc-Bombesin and **™Tc-Bombesin-Folate

in T47D tumour-bearing mice at 2 h after radiopharmaceutical administration.

Peptide heterobivalent systems, such as the radiolabelled c(RGDyK)-Bombesin (7-14) or
PSMA (prostate specific membrane antigen)-Bombesin, have been reported with a
significantly increased tumour uptake and imaging signals compared to their corresponding
monomeric agents [27-29]. Besides the improvement of tumour uptake and sensitivity by
synergistic targeting, heterodimers should exhibit similar or better tumour retention than their
respective monospecific tracer. A similar result was obtained in this study, **™Tc-Bombesin-
Folate showed an enhanced tumour uptake and retention compared to *™Tc-Bombesin and

¥mTc-Folate, and thus, an improved contrast of T47D tumour imaging.
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Representative micro-SPECT/CT images of **™Tc-Folate, **™Tc-Bombesin and %°™Tc-
Bombesin-Folate are shown in Figure 7. In general, tumours were clearly visible with high
contrast at 2 h after radiopharmaceutical administration. Therefore, SUV data (Table 3) and
micro-SPECT/CT images (Fig.7) confirm that the wuse of heterobivalent

radiopharmaceuticals improves tumour imaging.

Table 3. Standardized uptake value (SUV) of ®MTc-Folate, ®™Tc-Bombesin, and *™Tc-
Bombesin-Folate, in T47D tumour-bearing mice (n=3).

Radiopharmaceutical SUV
9mTc-Folate 0.53+0.11
9mTc-Bombesin 0.86 +0.17
9mTc-Bombesin-Folate 1.38+0.33

Figure 7. micro-SPECT/CT image of A) %™Tc-Folate, B)%™Tc-Bombesin and

C) ®"Tc-Bombesin-Folate, in T47D tumour-bearing mice.
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7.1.7 Conclusions
Lys!(o,y-Folate)-Lys*(*™Tc-EDDA/HYNIC)-Bombesin ~ (*™Tc-Bombesin-Folate) — was

prepared with high radiochemical purity. The in vitro and in vivo studies showed high
radiopharmaceutical stability in human serum, high affinity for FR and GRPR, adequate
tumour uptake with rapid blood clearance, and negligible hepatobiliary excretion. The
tumour uptake of this heterobivalent radiopharmaceutical was higher than that of its
respective monomers (**"Tc-Folate and %™Tc-Bombesin). These results support that
9MTc-Bombesin-Folate improves the imaging of breast tumours overexpressing folate- and
GRP-receptors.
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7.2.2 Resumen

El objetivo del trabajo fue sintetizar Lys'(a,y-Folato)-Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesina
(1-14) (*'"Lu-Folato-BN), asi como también evaluar su potencial para imagen molecular y
radioterapia dirigida en tumores de mama que sobre-expresan receptores de folato (FR) y
receptores del péptido liberador de gastrina (GRPR). La dosis absorbida de radicacion de
17 u-Folato-BN (74 MBq, i.v.) estimada en ratones atimicos con tumores inducidos T47D
(positivos a FR y GRPR), mostraron dosis al tumor de 23.9 £ 2.1 Gy. Los tumores T47D
fueron claramente visibles (Micro-SPECT/CT images). 1’’Lu-Folato-BN demostro

porpiedades adecuadas como radiofarmaco teranaostico.
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7.2.3 Abstract
The aim of this work was to synthesize Lys!(o,y-Folate)-Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesin

(1-14) (*'"Lu-Folate-BN), as well as to assess its potential for molecular imaging and targeted
radiotherapy of breast tumors expressing folate receptors (FR) and gastrin-releasing peptide
receptors (GRPR). Radiation absorbed doses of *’’Lu-Folate-BN (74 MBq, i.v.) estimated in
athymic mice with T47D-induced breast tumors (positive to FR and GRPR), showed tumor
doses of 23.9+21Gy. T47D-tumors were clearly visible (Micro-SPECT/CT
images). *’Lu-Folate-BN  demonstrated  properties suitable as a theranostic

radiopharmaceutical.

Keywords: Lutetium-177; theranostic radiopharmaceuticals; heterobivalent molecules;
breast cancer

Highlights

e 7Lu-Folate-BN improves recognition of breast cancer cells positive to FR and

GRPR.
e 7Ly-Folate-BN shows theranostic (imaging and radiation therapy) properties.

e The heterobivalent }""Lu-Folate-BN tracer interacts with different targets on tumors.
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7.2.4 Introduction

177_u-labeled molecules with target-specific recognition, have been proposed as a new class
of theranostic radiopharmaceuticals because of 1’’Lu therapeutic (B max emission of 497 keV)
and diagnostic (y-emission of 113 and 208 keV) properties (Barnerjee et al., 2015; Ferro-
Flores et al., 2015). Y'’Lu-radiopharmaceuticals offer an ideal opportunity for theranostics
since the diagnostic dose can be increased to obtain therapeutic effect ((Barnerjee et al.,
2015). Over the last two decades, several experimental evidences have suggested that the
gastrin-releasing peptide (GRP) and other bombesin-like peptides act as growth factors in
many types of cancer (Sancho et al., 2011). A significant overexpression of gastrin-releasing
peptide receptors (GRPR) is present in breast cancer (Gugger and Reubi, 1999). Different
bombesin analogs with high affinity for GRPR have been evaluated in preclinical studies for
imaging and therapy (Sancho et al., 2011). Clinical studies in women using radio-bombesin
derivatives have shown successful radionuclide imaging of breast tumors (Santos-Cuevas et
al., 2008; Scopirano et al., 2002; Van de Wiele et al., 2008).

In particular, the GRPR is highly expressed in T47D human breast cancer cells, and that is
the reason for which these cells have been used as tumoral models to evaluate new bombesin
probes (Parry et al., 2007; Prashanphanich et al., 2009).

Folate receptor-o (FRa) is a membrane-bound protein with high affinity for binding and
transporting folate into cells. Folate is a basic component of cell metabolism and DNA
synthesis and repair. Cancer cells, which rapidly divide, have an increased requirement for
folate to maintain DNA synthesis, an observation supported by the widespread use of

antifolates in cancer chemotherapy (Kelemen 2006; Teng et al., 2012).
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The overexpression of the FRo protein has been confirmed in all clinical breast cancer
subtypes comprised of estrogen receptor-positive (ER+), progesterone receptor-positive
(PR+), human epidermal growth factor receptor-positive (HER2+), and triple negative (ER",
HER2", PR’) tumors (Necela et al., 2015; O"Shannesy et al., 2012; Zhang et al., 2012). Recent
polymerase chain reaction studies confirmed that FRa is highly expressed in T47D cells
(Renukuntla et al., 2015).

The development of radiolabeled heterobivalent molecules that interact concomitantly with
different targets on tumor cells is an important strategy employed for specific, sensitive, and
non-invasive tumor imaging and therapy (Fisher et al., 2013). Therefore, a heterobivalent
conjugate of bombesin and folate is expected to improve both the recognition of breast cancer
cells positive to FR and GRPR, and its theranostic (imaging and radiation therapy) properties
when labeling with "7Lu.

The aim of this work was to synthesize the Lys*(o,y-Folate)-Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesin
(1-14) (*'"Lu-Folate-BN) heterobivalent conjugate, as well as to assess its in vitro and in vivo
potential for molecular imaging and targeted radiotherapy of breast tumors expressing folate
receptors (FR) and gastrin releasing peptide receptors (GRPR).

7.2.5 Experimental methods

7.25.1  Synthesis of Lys*(a,y-Folate)Lys}(DOTA)-Bombesin (1-14) [Folate-BN]

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, Missouri, USA)
and were used as received. HoN-Lys'Lys*(DOTA)-Bombesin (1-14) (DOTA-BN) peptide
with a purity of > 90% (MALDI+, m/z=1745), was obtained from piChem Laboratory (Graz,

Austria). The synthesis and chemical characterization of DOTA-Gly-Gly-Cys-NH»> (DOTA-
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GGC) was carried out according to the detailed procedure previously reported with a purity
of >95% (MALDI+) m/z=621.12 [M+H]+ (calculated 621.68) (Luna-Gutierrez et al., 2012).
Activation of the folic acid carboxylate group. Eighty microliters of folic acid solution [2.25
pmol; 1 mg in 80 pL of dimethylformamide (DMF)] was added to a mixture containing 50
puL of 0.2 M diisopropylethylamine (DIPEA, to provide a basic medium) (9.3 pumol; 1.2 mg
in 50 uL of DMF) and 50 pL of the carboxylate activating agent [HATU = (O-(7-
azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluoro phosphate); 2.63 pmol,
1 mg in 50 pL of DMF]. The reaction mixture was incubated for 15 min at room temperature
(20°C).

Conjugation. To 80 pL of the above solution (1 umol of activated folate), 0.5 mg (1.16 pmol)
of DOTA-BN, previously dissolved in 20 pL of DMF, was added. The reaction mixture was
incubated for 90 min at room temperature (20°C). DMF was removed under vacuum. The
reaction mixture was reconstituted in 0.5 mL of PBS and purified using a size exclusion high-
performance liquid chromatography (HPLC, 1 mL loop) system (YMC-Pack-Diol-60, 8 mm
x 500 mm I.D., 1 mL/min, PBS/acetonitrile 70/30) with a photodiode array UV-Vis detector.
The retention time (tr) for the DOTA-Folate-BN was 13.6 min. For the DOTA-GGC and
Folate, it was 16.6 min and 16.2 min, respectively. The collected fraction, with a tr of 13.6
min, was dried under high vacuum, obtaining a slightly yellowish solid. The solid was
dissolved with 0.5 mL of PBS to obtain a conjugate concentration of approximately 1 mg/mL.

For comparative studies, DOTA-GGC was conjugated to folate under the same procedure.
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7.25.2  Labeling of Lys(a,y-Folate)Lys}(DOTA)-Bombesin (1-14) with Y'’Lu [*""Lu-

Folate-BN]

Radiolabeling was carried out by adding *’’LuCls (50 pl, 1850 MBq, n.c.a., ITG, Germany)
to the Folate-BN conjugate (100 pg in 150 pL of 1 M sodium acetate buffer, pH 5) and
incubated at 92°C during 20 min. The final solution was diluted with 2 mL of 0.9% NacCl
solution containing 20 mg of ascorbic acid. For comparative studies, 1’’Lu-DOTA-GGC-
Folate (*'’Lu-Folate) and Y"’Lu-Lys'Lys*(DOTA)-Bombesin (*’’Lu-BN) were also prepared
under the same procedure .

7.2.5.3  Radiochemical purity

The RP was determined by reversed-phase HPLC on a C-18 column (uBondapak C18
column, Waters) using a Waters Empower system with an in-line radioactivity detector and
a gradient of water/acetonitrile containing 0.1% TFA from 95/5 (v/v) to 20/80 (v/v) over 35
min at a flow rate of 1 mL/min. Using this system, free ’’LuCls; shows a tr=3-3.5 min and
the radioconjugate, 13-14 min.

7.2.5.4  Stability in human serum

To determine the stability of ’’Lu-Folate-BN in serum, 200 pL of radiotracer was diluted
at a ratio of 1:10 with fresh human serum and incubated at 37°C. Radiochemical stability
was determined by 100 puL samples taken at different time points from 10 min to 24 h for
radio HPLC size exclusion analysis (ProteinPak 300SW, Waters, 1 mL/min, PBS). A shift
in the radioactivity profile to larger molecular weight indicates protein binding, while lower

molecular weight indicates labeled catabolites or serum cysteine binding.
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7.255 In vitro affinity studies

A 96-well microplate (Corning, NY, USA) was coated with a 100 puL/well of poly-L-lysine
(0.1 mg/mL) and incubated at room temperature (20°C) for 20 min. The solution was
removed and the plate dried at 37°C. Each well was coated with 100 uL (150 ng) of purified
human folate receptor protein (Sigma-Aldrich, SL, USA) or 100 uL (150 ng) of gastrin-
releasing peptide receptor/GRPR recombinant protein (Novus Biologicals, LLC, USA)
solution in coating buffer (25 mM Tris-HCI, pH=7.4, 150 mM NacCl, 1 mM CacCl>) and was
incubated at 4°C for 20 h. The plates were washed twice with binding buffer (0.1% bovine
serum albumin (BSA) in coating buffer). The wells were blocked for 2 h with 200 uL of
blocking buffer (1% BSA in coating buffer), which was then discharged. Then, 140 pL of
binding buffer containing 70 kBq of Lys*(o,y-Folate)Lys*(}’"Lu-DOTA)-Bombesin (1-14),
and appropriate dilutions (from 10000 nM to 0.01 nM) of Lys!(a,y-Folate)Lys’(DOTA)-
Bombesin, were incubated in the wells at 25°C for 1 h. After incubation, the plates were
washed three times with binding buffer. The wells were cut out and counted in a gamma
counter. ICsp values (the concentration of folic acid inhibiting 50% of radioligand binding)
were calculated by non-linear regression analysis. Each data point was the average of six
wells (n=6).

7.2.5.6 In vitro uptake studies

The T47D human breast cancer cell line (obtained from the ATCC, USA) was grown at 37°C
with 5% CO. and 85% humidity in folate-free RPMI-1640 culture medium supplemented
with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotics (streptomycin and penicillin). The cell lines

suspended in fresh medium were diluted to 1x108 cells/tube with PBS and incubated with 20
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uL (0.9 MBq) of ¥"Lu-Folate-BN, *"’Lu-BN or Y’’Lu-Folate in triplicate at 37 °C for 1 h.
The test tubes were centrifuged at 2500 rpm for 5 min and washed with phosphate-buffered
saline. Radioactivity in the cell pellet represents both membrane-bound and internalized
radiopharmaceutical and was measured in a crystal scintillation well-type detector (Auto In-
v-tron 4010, NML, Inc.). The membrane-bound activity was removed with 1 mL of 0.2 M
acetic acid/ 0.5 M NaCl solution added to the cell pellet. The test tubes were centrifuged and
the pellet activity, which was considered as internalization, was measured. Blocking studies
were carried out in parallel. The cells were pre-incubated with 50 pL of folic acid in 0.01 M
NaOH (0.5 mM) or 50 uL of Lys®-Bombesin (0.5 mM) for 30 min before addition of the
radiopharmaceutical.

7.25.7 In vivo studies

Tumor uptake studies in mice were carried out according to the rules and regulations of the
Official Mexican Norm 062-Z00-1999. Athymic mice, 6-7 weeks old and 18-20 g in weight,
were kept in sterile cages with sterile wood-shaving beds, constant temperature, humidity,
noise and 12:12 light periods. Athymic mice were maintained on a folate-free diet for 3 weeks
before biodistribution and imaging studies.

Tumor induction in athymic mice

T47D tumors were induced by subcutaneous injection of cells (2 x 10°) suspended in 0.1 mL
of phosphate-buffered saline into the upper back of 6-7 week-old nude mice. Injection sites
were observed at regular intervals for tumor formation and progression.

Biodistribution studies

Athymic mice with T47D-induced tumors were injected in the tail vein with ""Lu-Folate-

BN (100 puL, 74 MBq). Mice were sacrificed at 2, 4, 24, 48 and 120 h (n=3 for each mouse)
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after radiopharmaceutical administration. Whole heart, lungs, liver, spleen, kidneys and
samples of tumor, blood, intestines, bone and muscle were placed into pre-weighted plastic
test tubes. The activity was determined in a well-type scintillation detector along with two
aliquots of a diluted standard representing 100% of the injected dose. Mean activities were
used to obtain the percentage of injected activity per gram of tissue (%I1D/g) and/or per organ
(%ID).

For the blocking studies, T47D tumor-bearing mice were injected with unlabeled Lys®-
Bombesin (1-14) (50 uL, 0.5 mM) or folic acid (50 pL in 0.01 M NaOH, 0.5 mM) via tail
vein ten minutes before intravenous injection of ’’Lu-Folate-BN (100 pL, 74 MBq) and
complete dissection was carried out at 2 h after radiopharmaceutical administration as
described above.

For comparison with the ’Lu-Folate-BN biodistribution, 100 pL of *’’Lu-BN (74 MBq) or
17 u-GGC-Folate (74 MBq) was intravenously injected into the T47D tumor-bearing mice
(n=3 for each group) which were dissected at 2, 4, 24, 48 and 120 h (n=3 for each mouse)
after radiopharmaceutical administration as described above.

Biokinetic model and radiation absorbed dose estimation

The percentages of injected dose at different times in spleen, liver, kidneys and tumors
(average 0.1 g) were used to derive the 7’Lu-Folate-BN, *’Lu-BN or "’Lu-Folate
time-activity curves corrected by decay [q5,(t) = A, (t)e*®t], which represent the biological
behavior in each organ. The An(t) functions were then obtained [A,(t) = g (t)e ~*u-177¢]
so that, integrated over time, they give the total number of disintegrations (N) of each
radionuclide in the source regions normalized to unit-administered activity (MBq), as

follows:
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t=o0
Neouree= [ A, (t)dlt 1)

t=0

The absorbed dose to organs was evaluated according to the general equation 2:

Dtarget < source = Z SNSOUYCG X DFtarget < source (2)

source:

where . is the mean absorbed dose to a target organ from a source organ and

target<—source

DFrarget < source 1S @ dose factor (equation 3).
DFarget « source = ZAiCI)i (target <— source) (3)
i

The A, terms are the mean energy emitted per disintegration for the various i-type radiations

(i-type emissions,ZniEi). The @, terms are the absorbed fractions that depend on the

properties of the i-type emission and the size, shape, and distance of the source and target
organs. DF values were calculated according to Miller et al. (Miller et al. 2005) using the
beta-absorbed fractions in a mouse model calculated by two Monte Carlo radiation transport
codes, MCNP4C and PEREGRINE (voxel-based).

7.2.5.8 Imaging

Single photon emission computed tomography (SPECT) and X-ray computed tomography
(CT) images were acquired at 4 h and 24 h after radiopharmaceutical injection using a micro-
SPECT/CT scanner (Albira, ONCOVISION, Spain) to verify the tumor uptake. Mice under
2% isoflurane anesthesia were placed in the prone position and whole body imaging was
performed. The micro-SPECT field of view was 60 mm, a symmetric 20% window was set
at 208 keV and pinhole collimators were used to acquire a 3D SPECT image with a total of
64 projections of 30 s, over 360°. The image dataset was then reconstructed using the ordered

subset expectation maximization (OSEM) algorithm with a standard mode parameter, as
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provided by the manufacturer. CT parameters were 35 kV sure voltage, 700 A current and
600 micro-CT projections.

7.25.9  Statistical Analysis

Comparisons between groups in the blocking assay and for tumor uptake were made using
the Student’s t-test (significance was defined as p< 0.05).

7.2.6 Results and discussion

The overall reaction yield to obtain (o,y)-Folate-BN was 28%. Regioisomer separation was
not carried out, since it has been reported that both a-Folate and y-Folate conjugates
recognize FRa (Dong et al., 2014).

7.2.6.1 Chemical characterization

UV-vis spectroscopy. The UV-vis spectra of BN and (a,y)-Folate-BN are presented in
Figure 1. The main differences between the spectrum of the Lys*(a,y-Folate)-Lys3(DOTA)-
BN conjugate and the folate lie in the spectrum itself, where all bands from the folate are
seen, and those from the BN-peptide at 230 nm (n—n* transition) and 204 nm (n—n*)
disappear.

Lys'(a.y-Folate)Lys’(DOTA)-Bombesin(1-14) __
0.20

0.15

200 300 400
Wavelength (nm)

010 .
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200 ' 3(100 ' 460
Wavelength (nm)

107



Figure 1. UV-Vis spectra of Folate, Lys!Lys}(DOTA)-Bombesin (1-14) and Lys!(a,y-
Folate)Lys*(DOTA)-Bombesin (1-14).
FT-IR spectroscopy. The IR spectra of BN and (a,y)-Folate-BN are presented in Figure 2.

The appearance of the new (a,y)-Folate-BN conjugate reveals a significant change in the
molecular symmetry of the BN and the folic acid after conjugation. The Lys!-Lys3(DOTA)-
BN spectrum shows very strong bands from its amide | and amide 11 in the 1665-1585 cm™
region and strong bands in the 1570-1480 cm™ region associated to the C=0 stretching and
N-H bending vibration, respectively. The conjugation of the peptide to the folate resulted in
a conjugate where these amide bands disappeared or were the weakest in the spectrum (1659
and 1543 cm™). The strongest band observed in the conjugate spectrum is that centered at
1064 cm, which is associated to the formation of the new amide bond. Its position

corresponds to an amide I11 in the peptide chain.
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Figure 2. FT-IR spectra of Lys!(o,y-Folate)Lys*(DOTA)-Bombesin (1-14) (top) and
Lys!Lys}(DOTA)-Bombesin (1-14) (bottom).
MALDI-TOF mass spectrometry (MS). In the Folate-BN conjugate, the pterin moiety is

photolyzed. Nevertheless, the main m/z found indicated that the compound was chemically
pure and corresponds to the Lys*(a,y-Folate)-Lys}(DOTA)-BN (m/z =2419).

Radiochemical purity (RP). The RP of Y"’Lu-Folate-BN was 96.05 + 2.12%, as obtained by
HPLC analyses without post-labeling purification (n=12). The radioconjugate showed a
protein binding of less than 2% at 2 h.

7.2.6.2 In vitro studies

In vitro binding studies. The binding study demonstrated that 1’Lu-Folate-BN displays high
recognition by the GRPR and human folate receptor protein with adequate 1Cso values (less
than 10 nM) (Fig. 3). A similar 1Cso nanomolar scale has previously been reported for other
bombesin analogues and folate derivatives as high affinity radiopharmaceuticals (Baidoo et
al., 1998; Betzel et al., 2013).

The 7Lu-Folate-BN recognition by GRPRs and FRs indicated that the biological
recognition sites of BN (eight C-terminal amino acids) and Folate (pterin moiety) in the
conjugate are exposed to the medium without a significant effect on their conformational

arrangement.
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Figure 3. Inhibition of Lys!(o,y-Folate)-Lys*(*’’Lu'DOTA)-Bombesin(1-14) binding to the
GRP receptor recombinant protein or the human folate receptor protein by competition with

the cold heterobivalent conjugate.

The in vitro uptake studies showed an important uptake of ’’Lu-Folate-BN in T47D cancer
cells (33.27 + 2.52%), which was significantly inhibited (p<0.05) by pre-incubation with cold
Lys3-Bombesin peptide (9.23 + 1.22%) or folic acid alone (19.45 + 1.22%), indicating that
the heterobivalent conjugate has specific recognition for GRPRs and folate receptors.
7.2.6.3 In vivo studies

Biodistribution studies. Biodistribution results of /Lu-Folate-BN in T47D tumor-bearing
mice showed a rapid renal excretion with 70.1+ 6.9% of the administered activity eliminated
by urine at 2 h. Biodistribution studies at different times are shown in Table 1. Hepatobiliary

elimination was very low. *’"Lu-Folate-BN was rapidly cleared from blood. These results are
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in agreement with the low protein binding (< 2%) in human serum at 2 h. Blocking studies
with pre-injection of folic acid or Lys3-Bombesin at 2 h showed a T47D-tumor uptake of

3.98 £ 0.74% and 1.89 + 0.51% respectively, which were significantly lower than that

observed in unblocked mice (5.71 £ 0.58%) (p<0.05).

Table 1. Biodistribution data of Lys*(a,y-Folate)Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesin (1-14) in
mice with T47D-induced tumor at 2, 4, 24, 48 and 120 h p.i. Results are shown as % ID/g

(meanz SD, n=3). % ID/organ is indicated in brackets.

Tissue 2h 4h 24 h 48 h 120 h
Blood 0.19+0.06 0.09 + 0.07 0.01+0.01 0.01+0.01 0.01+£0.01
Heart 0.15+ 0.09 0.08 £ 0.05 0.03+0.01 0.02+0.01 0.01+0.01
Lungs 0.27 £0.07 0.12+0.01 0.08 £0.01 0.03+0.02 0.02+0.01

[0.04+0.01] [0.02+0.00] [0.01+0.00] [0.00+0.00] [0.00 + 0.00]

Liver 042+0.11 0.26 £0.12 0.18£0.04 0.11+0.01 0.03+0.01
[047+0.12] [0.29+0.13] [0.20+0.04] [0.12+0.01] [0.03 + 0.01]

Pancreas 2.11+0.30 1.93+0.14 0.53+0.06 0.37+0.08 0.25+0.03
[0.22+0.03] [0.20+0.01] [0.06+0.01] [0.04+0.01] [0.03 + 0.00]

Spleen 0.27 £ 0.05 0.19+0.05 0.05+0.02 0.04 +0.02 0.01+0.01
[0.03+0.01] [0.02+0.01] [0.01% 0.00] [0.01+ 0.00] [0.00 + 0.00]

Kidneys 1456+ 1.3 13.95+1.01 5.19+2.28 3.12+1.43 1.37 £ 0.09
[478+041] [4.29+0.32] [L.75+0.73] [0.92+0.46] [0.32 + 0.03]

Intestine 0.34 +£0.08 0.24+0.01 0.15+0.01 0.09+0.04 0.05+0.01
Muscle 0.13+£0.01 0.05+0.01 0.04 £0.02 0.02+0.01 0.01+0.01
Stomach 0.21+0.12 0.18+0.08 0.05+0.02 0.01+0.01 0.01+£0.01
T47D Tumor 6.27£0.71 5.71£0.58 2.62 £0.06 1.71+£0.05 157 +£0.26

Radiation absorbed doses for *"’Lu-Folate-BN, *"/Lu-BN and '’’Lu-Folate are shown in
Figure 4 and Table 2. It is evident that the '"’Lu-Folate-BN heterobivalent
radiopharmaceutical enhanced the tumor radiation absorbed dose (23.9 + 2.1 Gy with the
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administration of 74 MBq) with respect to that of "Lu-BN (12.8 + 0.59 Gy/74 MBq) and
7 u-Folate (7.84 + 0.37 Gy/74 MBq). However, in all cases, kidney radiation absorbed
doses were higher than in the tumors. It is known that peptides (e.g. bombesin) and folic acid
are highly retained in kidneys, and that is the reason for which cold L-lysine and/or L-
arginine must be administered in patients before radiopharmaceutical administration to
significantly reduce renal retention during the peptide radionuclide therapy (Zaknun et al.,
2013). The co-injection of anti-folate drugs such as pemetrexed to inhibit kidney retention
due to the presence of folate in the heterobivalent radiopharmaceutical, is also proposed
(Reber et al., 2013). Under these considerations, ’’Lu-Folate-BN demonstrated properties

suitable as a radiopharmaceutical for targeted radiotherapy of breast tumors.
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Figure 4. Radiation-absorbed doses normalized to unit-administered activity (Gy/MBq) of
Lu-DOTA-GGC-(a,y)Folate, Lys'Lys®(*’’Lu-DOTA)-Bombesin (1-14) and Lys(a,y-
Folate)Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesin(1-14) to liver, spleen, kidney and T47D tumors

induced in mice.
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Table 2. Radiation absorbed doses. The 1’’Lu-absorbed dose delivered to tumors was
23.9+2.1 Gy (74 MBq, intravenously administered) for the Lys!(a,y-Folate)Lys3(*"’Lu-
DOTA)-Bombesin (1-14) conjugate.

Ap(t) = 5.42¢7725E-2t 4 1 56e~436E-3t

t=00 t=o00
qn (H)dt f Ap (H)dt
J;zo =0 Absorbed
Radioconjugate Biokinetic model Biological (Total dose
residence time desintegrations) (Gy/MBQq)
(h) (h)
t) = 1.82¢537E-2t + 0.48¢—890E-5t
177 u-Folate an 55.058 0.106 + 0.005
Ah(t) — 1.829_5'80E_2t + 0.489_4'39E_3t 1.422
qh(t) — 2_89—3.66E—2t + 0_719—6.9()E—5t
177 u-BN A, (£) = 2.8e—+09-2¢ 4 (7143753t 104.098 2.314 0.173 £0.008
— —6.82E-2t —6.20E-5t
77 y-Folate-BN | In(H) = 5:42¢ +1.56e 252.407 4.337 0.323 £ 0.030

Imaging. Representative micro-SPECT/CT images of ’’Lu-Folate-BN at 4h and 24 h are

shown in Figure 5. In general, tumors were clearly visible with high contrast and high

retention after 24 h.

Figure 5. Micro-SPECT/CT image of Lys'(a,y-Folate)Lys3(*"’Lu-DOTA)-Bombesin (1-14)
in T47D tumor-bearing mice A) 4 h and B) 24 h after radiopharmaceutical administration.
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7.2.7 Conclusions

The Y""Lu-Folate-BN theranostic radiopharmaceutical has potential application in medical
diagnosis and targeted radiotherapy of breast cancer due to the concomitant recognition of
GRPR and FRa. The results obtained warrant a further clinical study to determine the in vivo
tumor uptake, radiation dose and therapeutic potential.
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7.3.2 Resumen

El acido fdlico reconoce especificamente al receptor folato (RF) sobreexpresado en
carcinomas. Los radiofarmacos de folato tienen afinidad por RF pero alta absorcion renal. La
secuencia Gly-Gly-Cys mejora la eliminacion renal. El objetivo fue sintetizar el **™Tc-
EDDA/HYNIC-Gly-Gly-Cys(a,y)-Folato y evaluar su potencial in vitro e in vivo para
reconocer RF. El conjugado se caracterizd quimicamente (UV-Vis, FT- IR , MALDI-TOF)
y se radiomarco con **™Tc . La afinidad in vitro y la biodistribucion se evaluaron en células
T47D (FR+) y en ratones atimicos con tumores inducidos. *™Tc-EDDA/HYNIC-Gly-Gly-
Cys(a,y)-Folato mostrd alta pureza radioguimica (> 94%) , afinidad por los RF
(ICs0=0,3nM), rapida eliminacion sanguinea, captacion tumoral adecuada (2,4% ID/g a 2h) ,
y retencion renal baja (1,6% ID/g a 24 h). ®"Tc-EDDA/HYNIC-Gly-Gly-Cys(a,y)-Folato es
util como un agente de imagen para reconocer RF.

Palabras clave: receptor folato, **™Tc-HYNIC, HYNIC-GGC, folato radiomarcado,

imagenes de folato.

Abstract

Folic acid is specifically recognized by folate receptors (FRs) overexpressed in carcinomas.
Folate radiopharmaceuticals have FR affinity but high kidney uptake. The Gly-Gly-Cys
peptide sequence improves the molecule’s renal clearance. The aim of this work was to
synthesize the **™Tc-EDDA/HYNIC-Gly-Gly-Cys-(a,y)-Folate radiopharmaceutical and to
evaluate the in vitro and in vivo potential to target FRs. The conjugate was chemically
characterized (UV-Vis, FT-IR, MALDI-TOF) and labeled with ®™Tc. In vitro binding and

biodistribution studies were carried out in T47D breast cancer cells (FR+) and athymic mice
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with T47D-induced tumors respectively. *™Tc-EDDA/HYNIC-Gly-Gly-Cys-(a,y)-Folate
showed high radiochemical purity (>94%), affinity for the FRs (ICs0=0.3 nM), rapid blood
clearance, adequate tumor uptake (2.4% ID/g at 2 h), and low kidney retention (1.6% ID/g
at 24 h). ®"™Tc-EDDA/HYNIC-Gly-Gly-Cys-(a,y)-Folate is useful as an imaging agent to

target FRs.

Keywords: folate receptor, **™Tc-HYNIC, HYNIC-GGC, radiolabeled folate, folate

imaging

120



7.3.3 Introduction

The folate (F) molecule is an essential vitamin (B9) required by all living cells for the
synthesis of DNA and aminoacid metabolism?. The F uptake in cells is mainly carried out by
three transport systems?. The most studied are (i) folate receptors (FRs), a family of
glycoproteins rich in cysteine that bind with high affinity to F through its pteroate moiety,
which is the basis of F-FR specific recognition?. Previous studies have suggested that FRs
recognize Folate-y-carboxylate but not o-carboxylate derivatives*’. In contrast, it was
recently demonstrated that both a- and y-folate derivatives are able to bind to FR positive
cells at virtually identical levels, provided that steric disruption on pteroic acid does not
occur®19 As F is an essential molecule for cellular proliferation, FRs are not the only
pathway to F cellular uptake. It is also incorporated through (ii) the reduced folate carrier
(RFC), an anionic antiporter and the major transport system for reduced folates in
mammalian cells and tissues at physiologic pH, and (iii) the proton-coupled folate transporter
(PCFT), a proton-folate symporter that functions optimally at acidic pH by coupling the
downhill flow of protons to the uphill flow of folates into the cell?.

Folate receptors are expressed in normal tissues, but are overexpressed to a different extent
in carcinomas?. FR overexpression is the main reason for the various SPECT and PET folate
derivative radiopharmaceuticals reported over the past two decades. In the case of SPECT
radiopharmaceuticals, **™Tc is still the radionuclide of choice because of the well-known
chemical and physical advantages'®.

Several **™Tc chelating agents have been used to label folic acid, such as ethylenedicysteine

(EC)*213, diethylene triamine pentaacetic acid (DTPA)“!, hydrazinonicotinamide
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(HYNIC)®1116-18 - mercapto-acetyl-N-Gly-Gly-Gly (MAG3)®, and tricarbonyl (CO)s%, as
well as other different coordination systems?-23,

Most of the above conjugates have adequate FR affinity, but high kidney uptake because the
proximal tubule cells absorb and retain folate as a normal physiological process to prevent
the vitamin losst. However, in the case of **"Tc-MAGs-Folate!®, the kidney uptake is low
due to the presence of MAG3, which is excreted by the tubular cells without renal retention?4,
but with hepatobiliary elimination. Additionally, previous studies suggest that the Gly-Gly-
Gly (GGG) or Gly-Gly-Cys (GGC) peptide sequence improves the renal clearance of small
molecules®.

Moreover, the reported HYNIC-Folate derivatives are prepared using trisodium
triphenylphosphine 3-3"-3""-trisulphonate (TPPTS) as coligand®!11.18  Recently, Ortiz-
Arzate et al. 26 showed that " Tc-ethylenediamine-N,N"-diacetic acid (EDDA)/HYNIC has
better hydrophilicity and therefore, higher renal clearance than that of %°™Tc-
TPPTS/HYNIC?.

A ®"Tc-Folate radiopharmaceutical without hepatobiliary excretion, with fast renal
clearance, and negligible reabsorption could be useful not only to improve tumor detection.
The aim of this work was to synthesize the *"™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate
conjugate and to evaluate the chemical, in vitro and in vivo radiopharmaceutical properties
to target tumors overexpressing folate receptors.

7.3.4 Materials and Methods

7.3.4.1 Synthesis of the *"Tc-EDDA/HY NIC-Gly-Gly-Cys-(a,y)-Folate conjugate

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, Missouri, USA)

and were used as received. The synthesis and chemical characterization of HYNIC-Gly-Gly-
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Cys-NH2 (HYNIC-GGC) was carried out accordingly to the detailed procedure previously
reported, (MALDI*) m/z = 370.29 (calc. 370.40)%. Figure 1 shows the overall scheme of the

conjugate preparation.
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Figure 1. Overall scheme of the **™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(0,y)-Folate

synthesis.

Activation of the folic acid carboxylate group. 80 pL of folic acid solution [2.25 umol; 1 mg
in 80 pL of dimethylformamide (DMF)] was added to a mixture containing 50 pL of 0.2 M
diisopropylethylamine (DIPEA, to provide a basic medium) (9.3 pumol; 1.2 mg in 50 pL of
DMF) and 50 pL of the carboxylate activating agent [HATU = (O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluoro phosphate); 2.63 pumol, 1 mg in 50 puL of DMF].

The reaction mixture was incubated for 15 min at room temperature (20°C).
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Conjugation. To 80 pL of the above solution (1 umol of activated folate), 0.5 mg (1.16 pmol)
of HYNIC-GGC, previously dissolved in 20 uL of DMF, was added. The reaction mixture
was incubated for 90 min at room temperature (20°C). DMF was removed under vacuum.
The reaction mixture was reconstituted in 0.5 mL of PBS and purified using a size exclusion
high-performance liquid chromatography (HPLC, 1 mL loop) system (YMC-Pack-Diol-60,
8 mm x 500 mm I.D., 1 mL/min, PBS/acetonitrile 70/30) with a photodiode array UV-Vis
detector. The retention time (tr) for the HYNIC-GGC-Folate was 13.55 min., with a shoulder
approx. at 13.87 min, and for the HYNIC-GGC and Folate, it was 16.6 min. and 16.2 min,
respectively. The collected fraction with a tr of 13.55 min was dried under high vacuum,
obtaining a slightly yellowish solid. The solid was dissolved with 0.5 mL of PBS to obtain a
conjugate concentration of approximately 1 mg/mL.

In order to find out the exact tr of the shoulder, the chromatogram from size exclusion HPLC
was fitted to a Lorentzian function using the multiple peaks model. The best fit was for three
peaks at tr = 13.47, 13.65 and 13.92 min with a R? = 0.994.

7.3.4.2 Chemical characterization

The HYNIC-GGC-Folate conjugate was separated by HPLC as a mixture of a- and y-
HYNIC-GGC-Folate regioisomers, and was characterized and used without further
regioisomer separation.

UV-Vis spectroscopy. UV-Vis Spectra of folic acid (1 mg dissolved in 0.1 M NaOH),
HYNIC-GGC, and the HYNIC-GGC-(a,y)-Folate derivative were obtained in the range of
200-700 nm with a Perkin-Elmer Lambda-Bio spectrometer using a 1 cm quartz cuvette.
FT-IR spectroscopy.Spectra of folic acid, HYNIC-GGC, and HYNIC-GGC-(a,y)-Folic acid,

in solid form, were obtained on a Perkin Elmer System spectrometer (Spectrum 400)
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(Waltham, MA, USA) with an attenuated total reflection platform (Diamond GLADIATOR,
Pike Technologies; Madison, WI, USA) from 500 to 4000 cm™.

Mass spectrometry.MALDI-TOF mass spectrum of HYNIC-GGC-(a,y)-Folate was
measured with a microflex mass spectrometer (Bruker, USA), operating in reflector mode
and using a-cyano-4-hydroxycinnamic acid as a matrix. Data was processed using the Bruker
Daltonics flex Analysis software.

Molecular modeling. Based on the experimental results, the HYNIC-GGC-(a)-Folate and
HYNIC-GGC-(y)-Folate regioisomeric molecules were built taking into account valence,
bond type, carbonyl group position, charge, hybridization, and minimum energies (Molecular
Mechanics calculations by Augmented MM3 procedure). The lowest energy conformer
(CONFLEX procedure) and heats of formation (Quantum-mechanical calculations by
MOPAC/PM5 and MOPAC/PM5/COSMO procedures) associated to the optimized
geometry of their structures were calculated using the CAChe Pro 5.04 program package for
Windows® (Fujitsu Ltd., 2000-2001). Sequential application of Augmented
MM3/CONFLEX procedures yielded the most stable conformers for the HYNIC-GGC-
Folate structures while MOPAC/PM5/COSMO procedures evaluated the solvent effect

(water) on their stabilization, which is reflected in the heat of formation.

7.3.4.3 Radiolabeling of HYNIC-GGC-(a,y)-Folate with *MTc
Radiolabeling was carried out by adding 0.5 mL of EDDA-Tricine solution (30 mg of EDDA
in 1.5 mL of 0.1 M NaOH and 60 mg of tricine in 1.5 mL of 0.2 M phosphate buffer, pH=7),

10 pL of SnCl; solution (1 mg/mL, in 0.012M HCI), and 0.5 mL of *™Tc-pertechnetate
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(GETEC-ININ, Mexico, 740-925 MBq) to 50 pL of HYNIC-GGC-(a,y)-Folate (1 mg/mL),
followed by incubation at 92°C for 20 min. in a dry block heater.

Radiochemical purity was determined by ITLC-SG and HPLC. For the ITLC-SG analysis,
three different mobile phases were used: 2-butanone (MECK) to determine the amount of
free ®*"TcO; (Rf =1); 0.1 M sodium citrate (pH 5) to determine the amount of ®MTc-
EDDA/Tricine and *™TcO; (Rr=1); and methanol: 1 M ammonium acetate (1:1 v/v) for
9mTe-colloid (**™Tc-0O2-H.0 Rf =0). Ry values of the radiolabelled GGC-Folate in each
system were 0.0, 0.0 and 0.7-1.0, respectively.

Reversed-phase HPLC was performed using a Waters Empower system with an in-line
radioactivity detector on a C-18 column (uBondapak C1s column, Waters) and a gradient of
water/acetonitrile containing 0.1% TFA from 95/5 (v/v) to 20/80 (v/v) over 35 min. at a flow
rate of 1 mL/min. Using this system, free **™TcO; showed a retention time tr = 3.0- 3.5
min, ®°™Tc-EDDA/Tricine tr = 4.0- 4.6 min; and tr=12.48 ,12.85, and 13.45 min for the
9MTc-HYNIC-GGC-(a,y)-Folate conjugate. In order to find out the exact tr of the shoulder,
the radiochromatogram from reversed-phase HPLC was fitted to a Lorentzian function using
the multiple peaks model. The best fit was for three peaks at tr = 12.28, 12.82 and 13.55 min
with a R? = 0.987.

7.3.4.4 In vitro evaluation

Stability in human serum. To determine the stability of **™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-
Folate in serum, 200 pL of radiotracer was diluted at a ratio of 1:10 with fresh human serum
and incubated at 37°C. Radiochemical stability was determined by 100 pL samples taken at
different time points from 10 min to 24 h for radio-HPLC size exclusion analysis (ProteinPak

300SW, Waters, 1 mL/min, PBS). Chromatographic profiles were obtained using two
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different detector systems, the UV-Vis detector and a radiometric detector. The sample first
passes through the UV detector and then through the radioactive one. A shift in the
radioactivity profile to larger molecular weight indicated protein binding, while lower
molecular weight indicated labeled catabolites or serum cysteine binding.

Solid-phase binding assay. A 96-well microplate (Corning, NY, USA) was coated with a 100
puL/well of poly-L-lysine (0.1 mg/mL) and incubated at room temperature (20°C) for 20 min.
The solution was removed and the plate dried at 37°C. Each well was coated with 100 pL
(150 ng) of purified human FR protein (Sigma-Aldrich, SL, USA) solution in coating buffer
(25 mM Tris-HCI, pH=7.4, 150 mM NaCl, 1 mM CacCl>), and was incubated at 4°C for 20 h.
The plates were washed twice with binding buffer (0.1% bovine serum albumin (BSA) in
coating buffer). The wells were blocked for 2 h with 200 pL of blocking buffer (1% BSA in
coating buffer). Then, 140 pL of binding buffer containing 70 kBq of *™Tc-EDDA/HYNIC-
GGC-(a,y)-Folate and appropriate dilutions (from 10000 nM to 0.01 nM of HYNIC-GGC-
Folate) were incubated in the wells at 25°C for 1 h. After incubation, the plates were washed
three times with binding buffer. The wells were cut out and counted in a gamma counter.
ICso values (the concentration of folic acid inhibiting 50% of the radioligand binding) were
calculated by nonlinear regression analysis. Each data point was the average of six wells
(n=6).

In vitro assays. The T47D (human breast cancer, FR+), obtained from ATCC (USA) were
grown at 37°C with 5% CO, and 85% humidity in RPMI-1640 culture medium. For
comparison purposes T47D cells were also cultured in folate free RPMI-1640 medium. Both
culture media were supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotics

(streptomycin and penicillin). The cell lines suspended in fresh medium were diluted to
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1x108 cells/tube with PBS and incubated with 20 pL (0.6 MBq) of **"Tc EDDA/HYNIC-
GGC-(a,y)-Folate (n=6) at 37°C for 1 h. The test tubes were centrifuged at 2500 rpm for 5
min and washed with phosphate-buffered saline. Radioactivity in the cell pellet represents
both membrane-bound and internalized ™ Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate, and was
measured in a crystal scintillation well-type detector (Auto In-v-tron 4010, NML, Inc.).
Blocking studies were carried out in parallel. The cells were pre-incubated with 4.5 mM folic
acid in 0.01 M NaOH for 30 min before addition of the radiopharmaceutical.

7.3.4.5 In vivo evaluation

Animal model. Tumor uptake studies in mice were carried out according to the rules and
regulations of the Official Mexican Norm 062-Z0O0-1999. Athymic female mice, 6-7 weeks
old, and 18-20 g weight, were kept in sterile cages with sterile wood-shaving beds, constant
temperature, humidity, noise, and 12:12 light periods. Water and food (standard PMI 5001
feed) were given ad libitum.

Tumor induction in athymic mice. T47D tumors were induced by subcutaneous injection of
cells (1.5 x 10°) suspended in 0.1 mL of phosphate-buffered saline into the upper back of 6-
7 week-old athymic mice. Injection sites were observed at regular intervals for tumor
formation and progression.

Biodistribution studies in T47D. Athymic mice with T47D induced tumors were injected into
the tail vein with ®"Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate (100 pL, 3-4 MBq). Mice were
sacrificed at 0.25 h (n=3), 2 h (n=3), and 24 h (n=3) after radiopharmaceutical administration.
Whole heart, lungs, liver, spleen, kidneys, and samples of tumor, blood, intestines, bone, and
muscle were placed into pre-weighted plastic test tubes. The activity was determined in a

well-type scintillation detector along with two aliquots of a diluted standard representing
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100% of the injected dose. Mean activities were used to obtain the percentage of injected
activity per gram of tissue (%ID/g) or %ID/organ. For the blocking studies, T47D tumor-
bearing mice were injected with unlabeled folic acid (50 uL in 0.01 M NaOH, 1mg/ml) via
tail vein 5 minutes before intravenous injection of ®™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate
(100 pL, 4 MBq) and complete dissection was carried out at 2 h after radiopharmaceutical
administration as described above.

Imaging studies. Athymic mice with T47D tumors were intravenously injected with %°MTc-
EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate (100 pL, 7.4 MBq) and anesthetized with 2% isoflurane.
Static radioisotopic and X-ray images were obtained with the preclinical imaging system (In-
vivo Xtreme, Bruker) using a 10 x 6 cm parallel-hole collimator at 0.25, 2, and 24 h after
radiopharmaceutical administration.

7.3.4.6 Statistical analysis

Differences between the in vitro cell data were evaluated with the Student’s t-test

(significance was defined as p<0.05).

7.3.5 Results and discussion

7.3.5.1 Synthesis of *"Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate

The overall reaction scheme for the synthesis and radiolabeling of the *™Tc-EDDA/HYNIC-
GGC-(a,y)-Folate conjugate is shown in Figure 1. The final product was purified using a
size-exclusion high-performance liquid (HPLC) system and PBS/acetonitrile 70/30 as eluent.
The retention time (tr) for the HYNIC-GGC-Folate was 13.55 min., with a shoulder approx.
at 13.87 min, and for the HYNIC-GGC and Folate, it was 16.6 min. and 16.2 min,

respectively. The collected fraction with a tr of 13.55 min was dried under high vacuum,
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obtaining a slightly yellowish solid. The solid was dissolved with 0.5 mL of PBS to obtain a
conjugate concentration of approximately 1 mg/mL.

The size-exclusion HPLC chromatogram of the purified conjugate (Figure 2), showed a peak
and a shoulder, which could be due to the presence of the a- and y- HYNIC-GGC-Folate
regioisomer mixture, since the a- and y-carboxylic of folic acid are both susceptible to
activation and conjugation by the HYNIC-GGC. Previous studies have shown that by size
exclusion and reversed-phase HPLC, the retention time for the y-Folate derivative is slightly
shorter than that of the a-Folate derivative regioisomer and the intensity is usually higher for
the y-Folate®®19, The same tendency was observed in the HPLC chromatogram of the
HYNIC-GGC-(a,y)-Folate conjugate. A statistical analysis of the chromatogram (see
experimental) revealed three peaks at tr = 13.47, 13.65 and 13.92 min. The two former could
be associated to two conformers of the HYNIC-GGC-(y)-Folate isomer, and the latter to the

HYNIC-GGC-(q)-Folate.
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Figure 2. Size-exclusion HPLC chromatogram (Y MC-Pack-Diol-60, 1 mL/min,
PBS/acetonitrile 70/30) of the HYNIC-GGC-(a,y)-Folate conjugate.

7.3.5.2 Chemical characterization

UV-vis spectroscopy. In Figure 3 the folate, HYNIC-GGC and HYNIC-GGC-(a,y)-Folate
conjugate spectra are shown. It has been reported that the absorption spectrum of folic acid
is very sensitive to the pH and photolysis?®-3L. This is revealed in the folate spectrum (pH=13,
basic aqueous medium), where an unresolved band at 217 nm due to the carboxylate n—n*
transition is observed. The strongest band at 280 nm, due to the para bi-substituted phenyl
group m—7* transition, is defined. At 347 nm, the imine (-C=N-) n—z* transition from the
pterin group is seen with the lowest absorbance. The HYNIC-GGC spectrum at pH 7 (neutral

agueous medium) is weak and not well-resolved, although three main maxima were located
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at 255, 287, and 330 nm, which correspond to the peptide amide chain, and to the -C=C- and
imine (C=N-) groups from the HYNIC ring, respectively. The conjugation of folate to
HYNIC-GGC notably affects the absorption spectrum. As it was mentioned above, the new
HYNIC-GGC-Folate conjugate is a mixture of its a- and y-isomers; therefore, its spectrum
has a broad un-symmetric feature which reveals two maxima, at 228 nm due to the thio-
carbonyl group n—m* transitions, and at 252 nm due to amide chain n—x* transitions. At
327 nm, the C=N group n—=* transition is also observed. The blue shift of the band located
at about 347 nm in the free folate results from the pH change in the reaction medium and the
effect of the conjugation. The band has contribution from the C=N group n—n* transitions
of the HYNIC-GGC peptide; thus, it is not well-resolved and is seen as a shoulder. The
electronic transitions from the substituted phenyl groups are masked by those from the amide
chain. In order to locate the maximum wavelenghts with more accuracy, the spectrum was
treated with a multi-peaks model using Lorentizian peak functions from the Origin software.
The best fit (R? = 0.99) was with 5 peaks for five bands at 223, 233, 252, 283, and 325 nm
(see inset of Figure 3), that confirms that the HYNIC-GGC-Folate conjugate was obtained

as a mixture of its a- and y- isomers.
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Figure 3. UV-vis spectra of the peptide (at the bottom), vitamin (in the middle), and the
conjugate (at the top). Inset in the conjugate spectrum [(1, 223 nm), (2, 233 nm), (3, 253
nm), (4, 283 nm), (5, 325 nm)].

FT-IR spectroscopy. The IR spectra of folic acid (vitamin), HYNIC-GGC (peptide), and
HYNIC-GGC-Folic acid (conjugate) are shown in Figure 4. The conjugate spectrum shows
two bands at 3278 and 3064 cm™ that are assigned to NH stretching vibrations of the amide
groups from peptide, which in the peptide are observed at 3266 and 3073 cm™ spectrum. The
C=0 stretching vibration of amide | at 1645 cm™, and H-N bending vibration of amide Il at

1531 cm?, are 9-12 cm™ blue-shifted in the conjugate. The strongest stretching band located
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at 1688 cm™ in the vitamin spectrum is absent in the conjugate. This corresponds to the
stretching vibration of the carboxylic acid, which indicates that the conjugation to the peptide
was through this functional group. In the folic acid spectrum, a medium broad band at 910
cm* due to the out-of plane deformation of the carboxylic acid also disappeared, confirming
the conjugation process.

In the conjugate spectrum, the band at 1602 cm™ corresponds to the imine groups of the
pterin that is observed in the folic acid at 1603 cm™. Some medium C-H and C-N vibration
bands, between 1290-1100 cm'%, observed in the vitamin and peptide appeared as weak bands
in the conjugate and the C-N-C vibrations band is observed at 839 cm™. The structural change
of folic acid by its conjugation to the peptide is revealed in the C-H band bending vibrations
at 1480 cm™, which are not observed in the conjugate. A strong broad band centered at 1095
cm in the conjugate is due to the -C(0)-S-stretching vibration of the thio- carbonyl group
(thio-ester) that resulted from the reaction between the carboxylic groups of the vitamin and
the HS-cystein of the peptide. The -C-SH stretching vibration at 718 cm™ due to the -C-SH
functional group is absent in the conjugate spectrum. The spectrum of the conjugate revealed
the structural composition of a pure compound. As it is known, the presence of a/y Folate-

GGC-HYNIC regioisomers in the conjugate sample cannot be distinguished.
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Figure 4. FT-IR spectra of the vitamin (at the top), peptide (in the middle), and the

conjugate (at the bottom).

MALDI-MS. The mass spectrum showed molecular masses larger than that expected for the
conjugate (calculated PM= 793.69 g/mol) in its deprotonated (792.69) or protonated form
(794.69) due to the folic acid photosensibility to UV light (at 337 nm wavelength) and the
molecule ionization (matrix + sample) during the MALDI process. It seems that ionized
fractions from the a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix (*CHz-fenol radical or the acid
cyano radical) reacted with the pterin group of the folic acid in one of its tautomeric
intermediate forms (the 2-imino-2,3-dihidropteridin-4(1H)-ona, probably), favoring the

formation of the two main species observed in the spectrum with the lowest masses m/z of
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902.83 and 880.81. The former results from the reaction between the bi-protonated HYNIC-
GGC-Folic acid and the H>C-fenol radical (m/z =795.81+107.13 = 902.94), and the latter
from the reaction between the bi-protonated HYNIC-GGC-Folic acid and the acid cyano
radical anion (-~ N=CH-CH2-C(0O)-OH), (795.81+85.06 = 880.77). It seems that the peptide
somehow stabilizes the conjugated vitamin since the vitamin did not undergo fragmentation
by photolysis, as has already been reported?. The mass spectrum revels peaks up to
m/z=1047. This suggested the formation of an adducto between a bi-protonated HYNIC-
GGC-Folate and two a-cyano-4-hydroxycinnamic acid molecules which is fragmented very
fast rendering the largest mass observed in the spectrum as a molecular fragment at 1047,
and the others at 1015, 929, 960, 883 and 932.854 as well as the main ones already discussed.
The complexity of the fragmentation process which conduced to the two main peaks with the
lowest masses does not allow us to distinguish which one corresponds to the HYNIC-GGC-
(y)-Folate or HYNIC-GGC-(a)-Folate.

Molecular Modeling In Figure 5, the modeled HYNIC-GGC-(y)-Folate and HYNIC-GGC-
(o)-Folate regioisomers, by the Quantum-mechanical calculations MOPAC/PM5/COSMO,
are given. The most stable molecules calculated under the influence of water revealed a
formation heat of -342.71 kcal'-mol* for the y-Folate isomer, and -332.11 kcalmol for the a-
Folate isomer in different conformational arrangements. The difference of -13 kcal'mol™
between them favored a geometrical arrangement of the HYNIC-GGC-(y)-Folate conjugate
where its biological recognition site (folate-pteroate moiety) is free for binding to FRs and
its free a—carboxyl-glutamate moiety is quite shielded from the medium, whereas the
HYNIC-GGC-(a)-Folate conjugate has a geometrical arrangement where intramolecular

interactions like hydrogen bonding (2.5-3.5 A) and less-strong short interactions (4-6 A),
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occur between the -GGC-HYNIC and the —Folate moieties. As a result, the (HYNIC)-NH
and HN-(pterin) are at 3.75 A distance and aligned in the same direction. Thus, in the
molecule, the pteroate moiety is in a constrained arrangement and its free y—carboxyl-
glutamate moiety is exposed to the medium. In the HYNIC-GGC-(y)-Folate molecule, the
main geometrical parameters of the thio-carbonyl groups are bond distances 1.765 and 1.799
A for-C(0O)-S- and —S-C-, respectively; bond angle 105.49°, for -C(0)-S-CH2- and a dihedral
angle 173.40° for -CH2-C(O)-S-CHa-. For the a- Folate-GGC-HYNIC molecules, the bond
distances are 1.746 and 1.798 A for-C(O)-S- and —S-C-, respectively; bond angle 105.35°,
for -C(0)-S-CHz- and a dihedral angle 173.83° for -CH,-C(0)-S-CH»-. Computational
calculations of the activation energies of a-Folate and y-Folate derivatives formed with H2N-
CD (cyclodextrine), previously reported, rendered a lower activation energy for the y-Folate
derivative than that of the o-Folate derivative: 2729.26 and 2736.52 kJmol™, respectively®.
In the present work, the same tendency was found for the heat of formation of the
regioisomers, as can be seen above.

The binding ability for a- and y-folate regioisomers to FRs is still a controversial point in the
use of folate conjugates. Previous studies have suggested that FRs recognize folate
derivatives by the y-carboxylate, but not a-carboxylate*’. In contrast, it was recently
demonstrated that both a- and y-folate derivatives are able to bind to FR-positive cells at
virtually identical levels®1. This controversy and our results suggest that it is not absolutely
necessary to prepare pure y-folate regioisomers for target tumors overexpressing FRS.
Recently, Chen et al.3, reported the crystal structure of human FRa bound to folic acid. The
structure reveals that the folate pteroate moiety is buried inside the FR and its glutamate

moiety is exposed to the solvent and sticks out of the pocket entrance of the globular structure
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of FRa,; therefore, glutamate is ready to be conjugated to another molecule without negatively
affecting the FRa’s binding affinity. According to our molecular modeling, two aspects are
relevant: 1) the HYNIC-GGC-(y)-Folate isomer is more stable than the HYNIC-GGC-(a)-
Folate isomer, which suggests that the regioisomeric mixtures from the HYNIC-GGC-(a,y)-
Folate conjugate synthesis would contain more y-Folate derivative than a-Folate derivative,
2) the binding of the HYNIC-GGC-(y)-Folate conjugate to FR could be stronger than that of
the HYNIC-GGC-(a)-Folate conjugate in water medium, but both regioisomers can be

recognized by the FRs.

Figure 5. The most stable molecules of the HYNIC-GGC-(y)-Folate isomer (top) and
HYNIC-GGC-(a)-Folate isomer (bottom), modeled by Quantum-mechanical calculations
using MOPAC/PM5/COSMO (solvent effect) procedures.
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7.3.5.3 Radiochemical purity and in vitro studies

The radiochemical purity of ®™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate was 96.48 + 2.15 %,
as obtained by ITLC and HPLC analyses without post-labeling purification (n=12). Stability
studies of " Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(0,y)-Folate in human serum showed protein binding
of 2.01 £ 0.30%, 2.67 + 0.28%, and 7.57 £ 0.64% at 10 min, 2.0, and 24 h, respectively,
without **™Tc transchelation to cysteine, indicating adequate radiopharmaceutical stability

towards cysteine groups such as glutathione present in blood (Figure 6).
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Figure 6. Size-exclusion HPLC (ProteinPak 300SW, 1 mL/min, PBS). The dotted line
represents the UV-chromatogram (280 nm) of human serum proteins and the solid line
represents the radiochromatogram of **"T¢c-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate at 10 min
(A) and 24 h (B) after incubation in human serum at 37 °C.
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Affinity studies demonstrated high ®™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate recognition by
the human FR protein as the ICso value was 0.30 £ 0.06 nM, determined by the competitive
assay. This affinity is near to that reported for the monomeric folic acid, which is very high
(Kg <1 nM)**35indicating that the labeling procedure and HYNIC-GGC conjugation do not
interfere with the folate biological recognition.

The in vitro results showed important uptake of *™"Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate in
TA47D (breast cancer cells, FR+) (Table 1). The most probable radiopharmaceutical
incorporation is by the overexpressed FRs and, to a lesser degree, through the PCFT and
RFC?¢, due to the fact that binding between F and FRa is greater (100-200 times) than to

RFC?'. This was confirmed with the reduction in the radiopharmaceutical cell uptake, which

% Unblocked—% Blocked

was about 26% ( YRTET—"
0

* 100) after pre-incubation with cold folic acid, due

to continual radiofolate uptake through the FRs, PCFT, and RFC transporters. Nevertheless,
differences between unblocked and blocked cells were statistically significant (p<0.05).
These results were corroborated with the higher blocking effect observed when the free-folate
RPMI-1640 medium was used.

Table 1. ®™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate cellular uptake (% of total added activity
+ SD, n=6) in unblocked and blocked T47D cancer cells at 1h cultured in RPMI-1640 and
folate-free RPMI-1640 media.

Medium with folate Folate free medium
Unblocked Blocked? Unblocked Blocked?
13.86 + 1.15* 10.25 + 0.64* 15.13 + 0.79* 3.36 +1.04*

4Blocked cells were incubated with a folate-receptor blocking dose of folic acid to
determine the non-specific radioactivity binding.

*Significant statistical difference (p< 0.05) between blocked and unblocked.
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7.3.5.4 In vivo studies

Biodistribution studies of *™Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(0,y)-Folate showed a very fast renal
excretion. 78.2% and 93.8% of the administered activity was eliminated mainly by urine at
2 and 24 h, respectively. The average kidney uptake was 53, 14, and 1.6% ID/g at 0.25, 2,
and 24 h, correspondingly. No renal reabsorption and negligible hepatobiliary excretion was
observed (Figure 7). Tumor uptake was 2.4 % ID/g at 2 h despite that the mice were not
maintained on a folate-free diet as occurred in most of the reported radiofolate studies® 11-22,
This means that in a folate-free diet, the radiopharmaceutical tumor uptake would have been
as high as 11.8 % (4.9 times higher), in agreement with results reported by Leamon et al.?’,
where the impact of high and low folate diets on the uptake of folate-drugs in FRs-positive
tissues was studied in detail in mice. The in vivo blocking studies using cold folic acid showed
a statistically significant decrease in tumor uptake (p<0.05).

The biodistribution studies at different times indicated that 98.65% of the
radiopharmaceutical was cleared from blood with a half-life of 44 min. In the case of tumor,
the biological half-life was 17 h. The biodistribution profile (Figure. 7) correlate with the in
vivo images obtained at 0.25, 2, and 24 h (Figure. 8), where the tumor and kidneys are visible.
At 0.25 h, the radiopharmaceutical accumulation in the thoracic region is related with the
activity in heart, lungs and liver. The high concentration in bladder, at 0.5 and 2 h, confirm

the urinary excretion.
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Figure 7. Biodistribution data of **"Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate in mice with
T47D induced tumors at 0.25, 2 and 24 h p.i. Results are shown as %ID/g (mean £ SD).

Despite that kidney uptake was not negligible, due to the natural expression of folate
transporters in proximal tubule cells®, it is significantly lower than that reported for other
9mTc-Folate derivatives. For example, ®™Tc-EC-Folate!® showed 138 % ID/g in kidney at
4 h, while for ®*™Tc-TPPTS/HYNIC-Folate®, the kidney retention was 61.38 and 30.3 % ID/g
at 4 and 24 h, respectively. Similar results were reported by Guo et al.*® and Xie et al.'8. The
relatively low kidney uptake of %MTc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate with respect to
other radiofolate derivatives mentioned above, can be explained by the presence of Gly-Gly-
Cys sequence in the radiopharmaceutical molecule, which has been reported to improve the

renal clearance of small molecules?®.
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Figure 8. Molecular images (radioisotopic/X-ray imaging system, In vivo Xtreme, Bruker)
in athymic mice with T47D-induced tumors at 0.25, 2, and 24 h after intravenous
administration of **"T¢c-EDDA /HYNIC-GGC-(a,y)-Folate (7.4 MBq in 100 pL). The

acquisition time was 5 min for each static image.

Miiller et al.2% reported several **™Tc-(CO)s-Folate derivatives with relative low kidney
uptake (18.4 and 6.9 % ID/g at 4 and 24 h, respectively), but with significant hepatobiliary
excretion (2.37 % ID/g in liver and 38.5 % in intestine content at 4 h). ®™Tc-MAGs-Folate
showed the lowest kidney uptake (1.7 % ID/g at 2.5 h), but also hepatobiliary clearance
(4.89 % ID/g in liver and 14.4 % in intestine content at 2.5 h)*°,

Recently, heterobivalent radiopharmaceuticals have been developed as a strategy for specific,
sensitive and non-invasive tumor imaging because they have higher tumor uptake than their
respectively monomeric radiopharmaceuticals or the mixture of them3®4l, So far none
heterobivalent radiopharmaceutical with folate moiety has been reported. The well

characterized **"Tc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate radiopharmaceutical with fast renal

143



elimination and negligible hepatobiliary excretion, could be useful as a control in the

development of new heterobivalent radiotracers based on biomolecule-Folate systems.

7.3.6. Conclusions

¥MTc-EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate was prepared with high radiochemical purity. The
in vitro and in vivo studies showed high radiopharmaceutical stability in human serum, high
affinity for the FRs, adequate tumor uptake with rapid blood clearance, low kidney retention,
and negligible hepatobiliary excretion. These results support the proposal that *°"Tc-
EDDA/HYNIC-GGC-(a,y)-Folate can be conveniently used as an imaging agent to target

FRs.
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8 Discusion general

La caracterizacion quimica de Lys*(a,y-Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14) y Lys'(a,y-
Folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14) por HPLC de exclusion molecular, espectroscopia
UV-Vis e IR, espectrometria de masas MALDI-TOF, comprobd la conjugacion del péptido
Bombesina con el acido folico.

HPLC de exclusion molecular. Para ambos conjugados heterobivalentes, los cromatogramas
de HPLC de exclusion molecular mostraron picos asimétricos con diferentes tiempos de
retencion (tr), lo que sugirio que, los conjugados heterobivalentes se obtuvieron como una
mezcla de regioisomeros. Este resultado se corroboré al ajustar una funcion Lorentziana a
los cromatogramas, cuyos tr mostraron una diferencia de 0.26 min entre los picos, siendo
éste valor, lo suficientemente largo para considerar la presencia de regioisomeros Lys*(a-
Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14), Lys'(y-Folato)Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14) y
Lys!(a-Folato)Lys}(DOTA)-Bombesina y (1-14)Lys*(y-Folato) Lys*(DOTA)-Bombesina (1-
14) en los conjugados heterobivalentes [104]. De acuerdo a la literatura, los tiempos de
retencion cortos pueden corresponder al y-Folato-Bombesina y los tiempos de retencion
largos a-Folato-Bombesina [50,104-106].

Espectroscopia de UV-vis. En el espectro del conjugado Lys*(o,y-Folato)Lys}(HYNIC)-
Bombesina (1-14) no se observo la banda centrada a 205 nm (transiciéon n — ¢*) asociada a
la amina primaria de la Lys! de la Bombesina ni tampoco se observo la banda centrada a 217
nm del grupo carboxilato del Folato. Pero si se presentd una banda centrada a 225 nm que
corresponde al nuevo enlace amida formado entre el NH2-Lys? y el folato activado.

En el espectro del conjugado Lys'(o,y-Folato)Lys3(DOTA)-Bombesina (1-14) se observan

las bandas que corresponden al folato (217, 280, 348 y 371 nm), mientras que las bandas a
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204 nm (transicion t—=n*) y 230 nm (transicion n—n*) asociadas al enlace peptidico del
compuesto Lys'Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14) desaparecen en espectro del conjugado.
Espectroscopia IR-FT. Las bandas caracteristicas del espectro de los conjugados
heterobivalentes revelan un cambio significativo en la simetria molecular del acido folico y
del péptido Lys'Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14) o Lys'Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14)
después de la conjugacion. En el espectro de IR del conjugado Lys*(o,y-
Folato)Lys*(HYNIC)-Bombesina (1-14), se observa una banda semi-débil en la region de las
amidas (1630-1510 cm'Y), la cual sugiere la formacion del enlace amida entre la Bombesina
y el folato, dicha caracteristica restringe las vibraciones de las amidas primarias y
secundarias. En el conjugado Lys!(o,y-Folato)Lys}(HYNIC)-Bombesina (1-14), los
sustituyentes alquilo sobre el C-NH de la cadena lateral de la lisina y los sustituyentes alquilo
del &cido carboxilico sobre el lado carbonilo de la amida definen una banda particular de la
nueva amida, en consecuencia la banda centrada a 1075 con un hombro a 1095 cm™
correspondiente a las vibraciones de estiramiento C-N- de la amida 11l (Folato-C(O)-NH-
Bombesina) aparece en el espectro del conjugado.

En el espectro IR del conjugado Lys(o,y-Folato)Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14) la banda
centrada a 1064 cm™ se asocia a la formacion del nuevo enlace amida, su posicion sugiere
que corresponde a un amida Il en la cadena del péptido [107]. La presencia de una sola
banda indica la formacién de un enlace amida sugiere que la mezcla de regioisémeros a y y
del conjugado Lys'(a,y-Folato)Lys*(DOTA)-Bombesina (1-14) tiene mayor cantidad de uno

regioisomero que de otro.
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Espectrometria de masas MALDI-TOF. Los valores m/z= 2168 y m/z= 2419 indicaron que
los conjugados fueron quimicamente puros y corresponden a Lys*(a,y-Folato)Lys3(HYNIC)-
Bombesina (1-14) y Lys*(o,y-Folato)Lys}(DOTA)-Bombesina (1-14), respectivamente.
Radiomarcado de Folato-Bombesina con ®™Tc. El radiofarmaco *°™Tc-Folato-Bombesina se
obtuvo con una pureza radioquimica de 96.05 £ 2.12% (n=12), determinada por HPLC en
fase reversa. El radiocromatograma que se obtuvo por HPLC en fase reversa mostro un pico
centrado con tr= 14.28 min y un hombro a 14. 34 min. Para definir con mayor precision el
tiempo de retencion del hombro, el radiocromatograma se ajusté a una funcion Lorentziana
usando el modelo multipicos. El ajuste del radiocromatograma dio como resultado tiempos
de retencion definidos a tr = 14.20 y 14.41 min con una R? = 0.9946. La diferencia de 0.21
min entre los tiempos de retencion, indico que los regioisdmeros ™ Tc-y-Folato-Bombesina
y ¥MTc-o -Folato-Bombesina tienen la misma hidrofobicidad, aparentemente debido a
presencia de la Bombesina.

177L_u-Folato-Bombesina se obtuvo con una pureza radioquimica de 96.05 + 2.12% (n=12),
determinada por HPLC en fase reversa sin purificacion después del marcado. El
radiocromatograma que se obtuvo por HPLC en fase reversa se caracteriza por presentar un
pico centrado con tr= 14.20 min con un semi-pico a 14. 27 min y un hombro a 14.38 min, a
la derecha del pico se observan dos inflexiones con tr= 14.72 y 14.97 min. Un célculo
aproximado sugiere que el 5% de la actividad total de 13.3 a 16.5 min provienen de los picos
no resueltos y que corresponderia a una pequefia cantidad de la molécula donde el macrociclo
DOTA adopta otro de sus conférmeros, ya que el DOTA presenta tres conformeros
estables[108]. Para definir con mayor precision el tiempo de retencion de los picos, el

radiocromatograma se ajustod a una funcién Lorentziana usando el modelo multipicos. El
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ajuste del radiocromatograma dio como resultado tiempos de retencién definidos a tr =14.13,
14.29 y 14.42 min con una R? = 0.9952. La diferencia de 0.29 y 0.13 min entre los tres
tiempos de retencion con respecto al Gltimo, indico que los regioisdmeros *’’Lu-y-Folato-
Bombesina (conférmero 1y 2) y *’’Lu -a -Folato-Bombesina tienen la misma hidrofobicidad,
aparentemente debido al macrociclo DOTA unido a la Bombesina. El radiocromatograma
indica que la relacion de regioisémeros es 2.95y:1a para 1’’Lu-Folato-Bombesina.
Estabilidad en suero humano. La estabilidad del **™Tc-Folato-Bombesina y *’’Lu-Folato-
Bombesina en suero humano se determind mediante la obtencion de la pureza radioquimica,
observando que 2 h después de la incubacion con suero humano la pureza radioquimica fue
de 98.8% con unidn a proteinas cerca del 1% sin transquelacion a la cisteina, indicando una
adecuada estabilidad de los conjugados heterobivalentes en sangre. Estos resultados se
relacionan con los valores reportados para otros derivados radiomarcados de Bombesina
[109].

Ensayo de afinidad a la proteina del receptor GRP y de folato. El ensayo de afinidad a la
proteina recombinante del GRPR y a la proteina humana del FR demostré que ®™Tc-Folato-
Bombesina y *’’Lu-Folato-Bombesina tienen alto reconocimiento a los receptores GRP y de
folato, con valores de 1Cso menores a 10 nM. Estos valores se encuentran dentro de la escala
nanomolar de los valores de I1Cso reportados para otros andlogos de bombesina y derivados
de folato [110,111]

Estudios de captacion in vitro. Los estudios de captacion en las células de T47D mostraron
una importante captacion de *°™Tc-Folato-Bombesina y *’’Lu-Folato-Bombesina , la cual se
inhibio significativamente con la pre-incubacion con el péptido Lys*-Bombesina o acido

folico (p<0.05), indicando que los conjugados heterobivalentes tiene reconocimiento
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especifico para GRPR y FR. Sin embargo, al comparar los resultados anteriores con la
captacion de los mondmeros en las células T47D, se observéd que la captacion de **™Tc-
Bombesina y/o ’’Lu-Bombesina fue ~2.5 veces mayor que la captacion **™Tc-Folato y/o
17_u-Folato, la cual se correlaciona con la alta expresion de GRPR en las células T47D en
comparacion con la expresion del RF. Estos resultados sugieren que el reconocimiento de
9MTc-Folato-Bombesina en las células T47D esta dominado por la union especifica de la
Bombesina a través del receptor GRP. Esta comportamiento se corrobordé con los
experimentos de blogueo, en los que la incubacion con Lys3-Bombesina mostré un mayor
efecto de bloqueo en la captacion del radiofarmaco heterobivalente (~70% menos captacion)
comparada con la del &cido fdlico (~20% menos captacion). Sin embargo, la captacion celular
en T47D fue significativamente mayor para los conjugados heterobivalentes *°™Tc-Folato-
Bombesina y/o *"’Lu-Folato-Bombesina comparada con la captacion de sus respectivos
mondémeros *™Tc-Folato y **™Tc-Bombesina o 1"7Lu-Folato y *""Lu-Bombesina.

Biodistribucion. Los estudios de Biodistribucion de **™Tc-Folato-Bombesina y 1’’Lu-Folato-
Bombesina en ratones atimicos con tumores T47D mostraron adecuada captacion en el tumor
con rapida eliminacion en sangre y excrecion hepatobiliar despreciable. La biosdistribucion
mostré una répida excrecion renal, con eliminacion a través de la orina del ~69 % de la
actividad administrada a las 2 h. Se mostro alta captacion en el pancreas debido a la alta
expresion GRPR en este 6rgano. La eliminacion de ®™Tc-Folato-Bombesina y/o "7Lu-
Folato-Bombesina en sangre dio una relacion tumor/sangre alta lo que se relaciona con la
baja union a proteinas en suero humano (< 2%) e indican alta retencion en el tumor. Los
estudios de bloqueo con la pre-inyeccion de Lys3-Bombesina o acido folico a 2 h mostraron

una disminucion en la captacion del tumor de T47D con respecto a los ratones no bloqueados
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(P<0.05). Estos datos correlacionan con los resultados in vitro, dado que la pre-incubacion
con Lys®-Bombesina generd mayor efecto de bloqueo sobre la captacion del radiofarmaco
heterobivalente en el tumor (~70% menos captacién) comparada con el blogueo generado
por el &cido félico (~20% menos captacion). En el caso de los rifiones, quienes se caracterizan
por expresar altos nivel de FR, se esperaba una disminucién significativa en la captacion de
9MTc-Folato-Bombesina, sin embargo, dicho efecto no se observé debido a la alta retencion
de la Bombesina en los rifiones[109,112-114].

Las moléculas heterobivalentes, tales como c(RGDyK)-Bombesina (7-14) y Antigeno
prostatico especifico de membrana-Bombesina, han mostrado ser una estrategia adecuada
para obtener imagenes del tumor de manera sensible, especifica y no invasiva debido a que
incrementan significativamente la captacion del tumor y las sefiales de imagen comparadas
con los agentes monomeéricos [96,97,115]. Resultados similares se obtuvieron en este
estudio, donde **™Tc- Folato-Bombesina y/o *"’Lu-Folato-Bombesina mostr6 un incremento
en la captacion del tumor comparado con sus respectivos monémeros dando como resultado
un mejor contraste en la imagen del tumor de T47D. Las imagenes de micro-SPECT/CT de
los conjugados heterobivalentes %MTc-Folato-Bombesina y/o ’’Lu-Folato-Bombesina
mostraron claramente los tumores con alto contraste a las 2 horas después de la
administracion del radiofarmaco.

Dado que el folato es esencial para la sintesis de ADN, los SUVs que se obtienen a partir de
las imagenes SPECT o PET pueden directamente correlacionarse con la actividad
metabdlica, ya que el SUV es una relacion normalizada de la captacion del tumor por unidad
de masa. El incremento del SUV para el [*8F]-FDG en masas tumorales que no tienen

necrosis y/o fibrosis indica que el tumor incrementa su actividad metabdlica. EI mismo
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comportamiento se observo con los SUVs del conjugado heterobivalente %°™Tc-Folato-
Bombesina, evaluados en el mismo dia y en el mismo ratdn que se utiliz6 para las imagenes
con [*®F]-FDG y con ®"Tc-Folato. Las diferencias en los SUVs entre los radiofarmacos
pueden atribuirse a la contribucién por parte de la unién de la Bombesina al receptor GRP,
la cual es constante (diferencias entre el SUV de **™T¢-Folato-Bombesina y *™Tc-Folato) en
el rango de las masas tumorales evaluadas en este estudio (de 0.15 a 0.85 g).

El radiofarmaco heterobivalente 1’’Lu-Folato-Bombesina mejor6 la dosis absorbida de
radiacion (23.9 £ 2.1 Gy con la administracion de 74 MBq) con respecto a la dosis absorbida
dada por ""Lu-Bombesina (12.8 + 0.59 Gy/74 MBq) y ""Lu-Folato (7.84 + 0.37 Gy/74
MBq). Sin embargo, en todos los casos, la dosis absorbida de radiacion en los rifiones fue
mayor que en el tumor. Se sabe que los péptidos (Bombesina) y el &cido félico se retienen
altamente en los rifiones debido a la reabsorcion tubular mediada por los receptores de
megalina y cubulina y por el receptor de folato [116,117]. Se ha demostrado que para reducir
significativamente la captacion en los rifiones de radiofarmacos terapéutico basados en
péptidos se administre L-lisina y/o L-arginina previo a la administracion del radiofarmaco.
De igual manera, se ha demostrado que la co-inyeccién de antifolatos reduce la retencion en
los rifiones de derivados de folato marcados con Lu-177 mientras que la acumulacion en el
tumor no se ve afectada [80]. Bajo estas condiciones, 1’’Lu-Folato-Bombesina demuestra
propiedades adecuadas como radiofarmaco terapéutico en el tratamiento de tumores de mama

+GRPR y +FR.
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9 Conclusiones Generales
Los conjugados heterobivalentes Lys!(a,y-folato)Lys*(*®*™Tc-HYNIC)-Bombesina (1-14) y

Lys!(o,y-folato)Lys*(*’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14), se prepararon con alta pureza
quimica y radioquimica. Los estudios in vitro e in vivo mostraron alta estabilidad en suero
humano, adecuada captacion en el tumor con rdpida eliminacion en sangre y baja retencion
en rifiones.

Estos resultados respaldan el propésito de que Lys*(a,y-folato)Lys3(**"Tc-HYNIC)-
Bombesina (1-14) pueda ser utilizado como agente de imagen para SPECT con potencial
para evaluar actividad metebolica de tumores que sobre-expresan receptores GRP y de
Folato.

Lys!(a,y-folato)Lys*(}’’Lu-DOTA)-Bombesina (1-14) mostr6 propiedades adecuadas para
ser utilizado como agente terandstico para tumores de mama que sobre-expresan receptores

GRP y de folato.
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10 Trabajo a futuro

La sintesis y evaluacion preclinica de los conjugados heterobivalentes Lys(a,y-
folato)Lys®(®**"Tc-HYNIC)-Bombesina  (1-14) y  LysY(o,y-folato)Lys®*(*’’Lu-DOTA)-
Bombesina (1-14) justifican el inicio de la Fase clinica | basados en el principio de
microdosis, para obtener la cinética de captacion y el modelo biocinético de regiones de
interés en voluntarias sanas con el objetivo de determinar la dosis méxima en estudios de
medicina nuclear.

Adicionalmente, estos radiofarmacos heterobivalentes pueden acoplarse a nanoparticulas de
oro con la ventaja de obtener de forma simultanea radioterapia y termoterapia, ya que
recientemente se ha demostrado que los sistemas de nanoparticulas de oro marcadas con
7Lu y conjugadas a diferentes péptidos de reconocimiento especifico tienen potencial para
ser utilizados en la obtencion de imagenes de blancos moleculares, en terapia fototérmica
plasménica y en radioterapia dirigida en células de glioblastomas y cancer de mama
empleando una sola preparacion radiofarmacéutica [118,119]

De igual manera, estos radiofarmacos heterobivalentes pueden acoplarse a sistemas de
liberacion controlada como lipoproteinas de alta densidad (rHDL)[120] para producir
nanoplataformas con reconocimiento especifico y liberacion de agentes terapéuticos como
RNA de interferencia pequefio (siRNA) o micro-RNA que medien el silenciamiento de genes
involucrados en la radiosensibilidad de la célula de cancer, con el objetivo de mejorar el

efecto terapéutico producido por la emision de particulas cargadas (B y e” Auger).
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