Facultad de Quimica, Universidad de la Republica.
PEDECIBA Quimica.

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

Estudio de reacciones
bio—ortogonales con aplicacién en
el diagndéstico de cdéncer

Tesis de Doctorado en Quimica

MSc. Maria Fernanda Garcia

Marzo 2018







Programa de posgrado:

-Facultad de Quimica

-PEDECIBA Quimica

Tutores:

Dr. Hugo Cerecetto, Area de
Radiofarmacia, Centro de
Investigaciones Nucleares,,

Facultad de Ciencias, UdelaR.

Dr. Pablo Cabral, Area de
Radiofarmacia, Centro de
Investigaciones Nucleares,,

Facultad de Ciencias, UdelaR.

Dr. Thomas Quinn, Department of
Biochemistry, University of

Missouri

Centro de  Investigaciones
Nucleares, Facultad de Ciencias,
UdelaR. Marzo de 2019.




Resumen

El céncer es considerado un problema de salud publica a nivel global, constituyendo una
de las principales causas de muerta en el mundo. Nuestro pais presenta elevadas tasas de
incidencia en cancer, siendo responsable de un 25% de las muertes que ocurren

actualmente en nuestro pais.

La complejidad de la problematica requiere del esfuerzo, aportes y acciones de distintos

actores sociales.

En este sentido, la presente tesis doctoral abordara la problemética explorando nuevas
herramientas quimicas para el diagndstico del cancer. Mas precisamente, se enfoca en la
busqueda de nuevas estrategias para el desarrollo de agentes de imagen molecular no
invasivos con aplicacion en Medicina Nuclear. Para ello,se incursiona en el campo de las
reacciones bio-ortogonales, descritas recientemente por su capacidad de ser llevadas a
cabo en entornos bioldgicos, lo cual las posiciona como una novedosa herramienta de

bioconjugacion.

Asi, la presente tesis doctoral se dividird en 3 capitulos. EI primer capitulo se centra en
un primer abordaje experimental basado en el estudio de la factibilidad de utilizar la
reaccion entre [1,2,4,5]tetrazinas y trans-cicloocteno como estrategia de marcacion de
biomoléculas y su potencial aplicacion en imagen molecular. En este sentido, el trabajo
se enfocd en el estudio de la reaccion bio-ortogonal en la superficie de bacteri6fagos
presentadores de péptidos, mediante el uso de derivados [1,2,4,5]tetrazinas portadores de

sonda fluorescente o marcados con el radionucleido *°™Tec.

En el segundo capitulo se profundiza en el uso de la reaccién bio-ortogonal utilizando un
derivado [1,2,4,5]tetrazina marcado con **™Tc. Para ello, se aborda la marcacion in vivo
de un anticuerpo dirigido especificamente contra TAG-72 en un modelo de cancer de

colon.

En el tercer capitulo, se abordan las estrategias realizadas enfocadas en mejorar la
estrategia de marcacion inicialmente planteada. A través del desarrollo de derivados de
[1,2,4,5]tetrazina adecuadamente sustituidos para su marcacion con *™Tc, su evaluacion

bioldgica y posterior estudio de la reaccion bio-ortogonal in vivo.
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1.1 Abreviaturas generales

AcMo: Anticuerpo monoclonal

AQB: Agente quelante bifuncional

CT: tomografia computada (del inglés, computed tomography)

CC : cromatografia en columna

CCF: cromatografia en capa fina

EGFR: Factor de crecimiento epidérmico (del inglés, epidermal growth facot receptor)
EM: Espectrometria de masas.

ESI: ionizacion por electrospray (del inglés, electrospray ionization)

Eq: equivalentes

HMBC: Correlacion de enlace multiple heteronuclear (del inglés, heteronuclear multiple
bond correlation)

HPLC: Cromatografia liquida de alta performance (del inglés, high performance liquid
chromathography)

HRP: peroxidasa del rabano (del inglés, horseradish peroxidase)

HSQC: Correlacion de enlace simple heteronuclear (del inglés, heteronuclear single
quantum correlation)

IE: impacto electronico.

Ig: Inmunoglobulina

ITLC-SG: Cromatografia en capa fina instantanea en silica gel

MWCO: limite de peso molecular (del inglés, molecular weight cut off)

PET: tomografia de emisidn de positrones (del inglés, positron emision tomography -
computed tomography)

PRIT: radioinmunoterapia pre-dirigida (del inglés, “pretargeted radioimmunotherapy
RMN: resonancia magnética nuclear

SDS-PAGE:

SPECT-CT: tomografia computada de emisién de fotdn Unico (del inglés, single photon
emission-computed tomography).

TAG-72: glicoproteina 72 asociada a tumor (del inglés, tumor associated glycoprotein
72).

UV: ultravioleta

Abreviaturas Quimicas

AcOEt: acetato de etilo

ACN: acetonitrilo

Boc: tert-butiloxicarbonilo

(Boc)20: di-tert-butildicarbonato

COSY: espectroscopia de correlacion (del inglés, correlation spectroscopy)

cpVIII; proteina de la capside VIII, (del inglés, coat protein VIII)

CUAAC: cicloadicion entre azidas y alquinos catalizada por cobre (del inglés, catalyzed
azide—alkyne cycloaddition)

Cya3: indocarbocianina

Vi



Cy5: indodicarbocianina

DCC: diciclohexilcarbodiimida

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DMF: dimetilformamida

DMSO: dimetilsulfoxido

DOTA: acido 1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-ciclododecanotetraacético
DTPA: acido dietilentriaminopentaacético

EDDA: écido etilendiamino-diacético

EtsN: trietilamina

FDG: la 2-desoxi-2-fluoro-D-glucosa

FITC: fluoresceina-5-isotiocianato

HYNIC: acido 6-hidrazinonicotinico

IEDDA: reaccion de Diels Alder inversa (del inglés, inverse electron demand Diels-
Alder)

MAG3: mercaptoacetiltriglicina

MeOH: metanol

NHS: N-hidroxisuccinimida

NOTA: acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético

PBS: amortiguador de fosfato salino (del inglés, phosphate buffered saline)
PF: punto de fusion

SeAr: Sustitucion electrofilica aromatica

Sn: Sustitucion nucleofilica

SNAr: Sustitucion nucleofilica aromatica

SPAAC: cicloadicion promovida por ciclos tensionados (del inglés “strain-promoted
azide—alkyne cicloaddition™)

PVDF: membrana de polivinildifluoruro

RGD: arginina-glicina-acido aspartico

T amb: Temperatura ambiente

t-BuOH: ter-butanol

TCO: trans-cicloocteno

TETA: 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-1,4,8,11-tetraacetato
TFA: acido trifluoroacético

THF: tetrahidrofurano

TMS: tetrametilsilano

TZ: [1,2,4,5]tetrazina

[‘8F]-SFB: 4-[*®F]fluorobenzoato

[*8F]-FBA: [*®F]fluorobenzaldehido

vii



2 Introduccion

2.1 Cancer

El cancer es una enfermedad que afecta a millones de personas, constituyendo la segunda
causa de muerte en el mundo.'? Es considerada un conjunto de enfermedades genéticas
que se caracterizan por una proliferacion alterada de células anormales, denominadas

células cancerosas.®

Puede surgir a partir de cualquier tipo celular o tejido del organismo. A través de un
proceso de acumulacion de mutaciones, las células adquieren un conjunto de propiedades
como la autosuficiencia en las sefiales de crecimiento y resistencia a las sefiales
apoptdticas y antiproliferativas, dando lugar a la proliferacion crénica.* Los cambios
morfoldgicos y la proliferacion celular descontrolada, dan por resultado la formacion de
tumores. Con la progresion de la enfermedad, los tumores adquieren la capacidad de
invadir el tejido normal y diseminarse a otras regiones del cuerpo a través de la sangre o

la linfa, formando tumores secundarios o metéastasis.®

El cancer es una enfermedad heterogénea. Durante la tumorigénesis, la sucesiva
acumulacion de alteraciones genéticas, dan por resultado una heterogeneidad dentro del
propio tumor y entre metastasis. Asi, dentro del mismo tumor distintos grupos de células

presentan caracteristicas moleculares y fenotipicas diferentes.®

A pesar de lo compleja que es la enfermedad, los avances en genémica y proteémica de
los dltimos afos han permitido mayor conocimiento de las caracteristicas génicas y
moleculares de los distintos tipos de cancer.’ Lo que ha impulsado el surgimiento de
nuevas herramientas diagndsticas, identificacion de biomarcadores y blancos moleculares

para el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos especificamente.®

En Estados Unidos en los ultimos 30 afios, la tasa de supervivencia a 5 afios para todos
los canceres combinados ha aumentado un 20 %. Esta tendencia se traduce en una
disminucion de la mortalidad por cancer en los ultimos 20 afios. Este progreso, puede
explicarse en parte debido al impacto que han tenido los avances en la deteccion
temprana, mejoras en los tratamientos y control de factores de riesgo, especialmente en

los principales tipos de cancer (pulmon, mama, préstata, y colorrectal).! Por ejemplo, el



prondstico de vida de un paciente con diagnostico de cancer esta muy relacionado con el
grado de avance del cancer al momento del diagnostico. A mayor magnitud del tumor
original y a mayor extension en el cuerpo, mas comprometido es el pronostico. Asi, la
deteccion del cancer en etapa inicial esta asociada a una tasa de supervivencia a 5 afios
del 90 %.°

Sin embargo, a pesar de los avances, el cancer es considerado un problema de salud
publica a nivel mundial. En el 2012 se registraron 14.1 millones de nuevos casos y se
estiman 20 millones de nuevos casos anuales para el 2025.” Este escenario requiere de
investigacion clinica y basica continua enfocada en mejorar las practicas de prevencion,

diagndstico y tratamientos de los distintos tipos de cancer.

2.2 Imagen molecular y cancer

La imagen molecular implica estudiar los procesos bioldgicos en su entorno nativo a
través de una deteccion externa. Distintas técnicas de imagen permiten la visualizacion y
caracterizacion de los procesos fisioldgicos y patoldgicos a nivel molecular, en células,
tejidos y seres vivos, de forma no invasiva y en tiempo real 8% Si bien existen una gran
variedad de técnicas de imagen a nivel celular o de tejidos, por ejemplo la microscopia
Optica, las modalidades que pueden ser utilizadas en seres vivos se reducen a unas pocas.
Entre ellas se destacan la tomografia computarizada por rayos X (CT), la resonancia
magnética nuclear (RMN), modalidades de imagen que utilizan moléculas marcadas
radioactivamente como la tomografia de emision de positrones y de foton Unico (PET y

SPECT, respectivamente), iméagenes oOpticas y ultrasonido.

Generalmente, las técnicas de imagen molecular de alcance clinico involucran
instrumentos de imagenes especializados, siendo en algunos casos, combinados con el
uso de agentes de imagen. Ademas, los avances tecnoldgicos han permitido la fusién de
técnicas que aportan informacion complementaria. Por ejemplo, técnicas como el CT y
RMN aportan informacion morfoldgica y estructural, mientras que técnicas como el
SPECT y PET aportan informacion funcional. Asi, la fusion de técnicas como el SPECT-

CT o PET-CT contribuye a la generacion de imagenes con informacioén complementaria.®

Las técnicas de imagen médicas cumplen un rol central en la clinica oncol6gica. Aportan

informacion sobre tamafio y localizacion del tumor, afectacion de nodos linfaticos y



presencia de metastasis distales.’>** Los aportes de la imagenologia no se limitan
Unicamente al diagnostico de céancer, sino que también tiene un rol relevante en el

seguimiento de la enfermedad en respuesta al tratamiento.™®

Sin embargo, la heterogeneidad de la enfermedad, los avances en la biologia molecular
del cancer, el advenimiento de la medicina personalizada, requieren de agentes y técnicas
de imagenes cada vez mas sensibles y especificas, que permitan la deteccion temprana y

proporcionen mayor informacion de los procesos que ocurren a nivel celular.

Debido a que el campo de la imagen molecular es multidisciplinar, su progreso depende
de los avances en bioingenieria, nanotecnologia, quimica de la bioconjugacion y
radiomarcacion, bioinformatica, gendmica, metabolémica y proteémica, entre otras.* En
este sentido, se espera que las contribuciones de la imagen molecular, al diagnéstico
clinico de céncer, contribuyan a la localizacion de un proceso tumoral inicial o con
diseminacion en etapas iniciales, hasta la obtencidén de una imagen asociada a un valor

prondstico especifico por la expresién aumentada de un marcador tumoral.

2.3 Medicina nuclear y radiofarmacos

La imagen molecular en seres vivos tiene sus raices en la medicina nuclear. Desde sus
inicios ha contribuido al diagndstico y seguimiento de pacientes de forma no invasiva.'®
Las técnicas de imagen de medicina nuclear se basan en la utilizacion de agentes de
imagen que contienen atomos radioactivos. Por definicién, una sustancia quimica que
posee uno a mas radionucleidos, y que por su forma farmacéutica, cantidad y calidad es
adecuado para ser administrado en seres humanos, se denomina radiofarmaco. Los

radiofarmacos pueden producirse con fines de diagndstico o terapia.t”®

2.3.1 Radiofarmacos de Diagnéstico

Los radiofarmacos de diagnostico o agentes de imagen, luego de su administracion al
paciente y distribucion en el organismo, son detectados externamente mediante
instrumentos de imagenes 0 camaras. Su objetivo principal es obtener la visualizacion
morfologica y funcional del tejido u 6rgano en estudio, de forma no invasiva. Se
administran en cantidades de trazas, de forma de no generar efecto farmacoldgico o un
efecto farmacoldgico minimo y requieren de una pureza radioquimica (PRQ) superior al

90%. Segln el tipo de radiacion emitida por el radionucleido, se distinguen dos



modalidades de imagen. Los emisores gamma son utilizados en centellografia y SPECT,

mientras que los emisores de positrones son utilizados en PET.4

Los radiofarmacos de diagnostico dan cuenta de la mayoria de los radiofarmacos
actualmente utilizados en clinica, entre los cuales se estima que un 80 % de los mismos

son complejos de Tecnecio-99m (**™Tc) o biomoléculas marcadas con **™T¢, 1920

2.3.1.1Radiofarmacos de Tecnecio-99m

El ®™Tc es un radiois6topo (artificial), emisor gamma con un periodo de
semidesintegracion (Tiy2) de 6.01 h. Decae por transicion isomérica al is6topo
relativamente estable **Tc (T2 = 2.5 x 10° afios), por emision de un foton gamma de
140.5 KeV. Con namero atémico 43, es un metal de transicién (Grupo VII) capaz de

presentar estados de oxidacion que van desde -1 a +7.

Es obtenido a partir de un generador de Molibdeno-99 (**Mo, T2 = 66 h), por
decaimiento B~ del Mo al ®™Tc (Figura 1), lo que permite su disponibilidad en los
servicios de medicina nuclear en forma de generador ®Mo-*"Tc. Obtenido del generador
como ion pertecneciato (TcOs’), su incorporacion a las moléculas de interés ocurre
mediante la formacién de compuestos de coordinacién con ligandos donores de
electrones. Debido a la baja reactividad del i6n pertecneciato (+7), la formacion de
compuestos de coordinacion implica su reduccion a estados de oxidacién menores, siendo

el agente reductor mayormente utilizado el cloruro estannoso dihidratado (SnCl,.2H20).%°

+ Vial con vacio

Solucién salina e

< Mo 66h B.87.2%

C 9MTe  602h 142.6 KeV
Mo = 0 i [ 2%798T e

, : Bar, 128% N\ 991 2x10°a 163 KeV
mr ; : ; p PRy
L e

Figura 1. A) Esquema de generador **Mo-*"Tc B) Esquema de decaimiento radioactivo de *™Tc.



Los radiofarmacos de tecnecio, pueden clasificarse segun el grado de complejidad, en
productos de primera, segunda y tercera generacion. La primera generacion de
radiofdrmacos de tecnecio, consistio en complejos de tecnecio sencillos, y los
mecanismos de su acumulacion se basaron principalmente en propiedades de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion de dichos complejos. Por ejemplo, el uso de
®MTcO, para imagen tiroidea, *™Tc-coloidal para higado, %°™Tc-fosfonato para

centellografia 6sea y ®™Tc-DTPA para centellografia renal 2%

Posteriormente surgio una segunda generacion de radiofarmacos, cuyo disefio se basé en
el conocimiento de la quimica del tecnecio y la relacién de la estructura del complejo con
su comportamiento bioldgico. El desarrollo de nuevos ligandos y complejos de tecnecio
dio lugar a una generacion de radiofarmacos cuya biodistribucion y captacion en el blanco
dependen exclusivamente de su lipofilicidad, tamafio y carga. Por ejemplo, los agentes de
perfusion cardiaca **"Tc-MIBI (Cardiolite®) y perfusion cerebral *™Tc-HMPAO
(Ceretec®) y ®°™Tc-ECD (Neurolite®) (Figura 2).202
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Figura 2. Radiofarmacos de ®™Tc segunda generacion.

Finalmente, la tercera generacién de radiofarmacos se ha basado en la eleccion de
biomoléculas, que oficien de moléculas portadoras del radionucleido a dianas bioldgicas
especificas como receptores y transportadores. Su distribucion bioldgica esta

determinada, en parte, por la afinidad de la union por la molécula diana.?

2.3.2 Agentes de imagen especificamente dirigidos

La sobreexpresion de antigenos, proteinas y receptores en distintos tipos de cancer, en

comparacion con su densidad relativamente baja en condiciones fisioldgicas, constituye
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el fundamento de los agentes de imagen dirigidos especificamente a dichos blancos

moleculares.?>%

Un radiofarmaco especificamente dirigido esta constituido por una molécula vector a la
cual se le incorpora el radionucleido. Las estrategias de marcacién se basan
principalmente en las propiedades quimicas del radionucleido, e incluyen el marcado
directo, el uso de agentes quelantes bifuncionales (AQB, ver definicién mas adelante) en

el caso de radiometales, o grupos prostéticos.?>28

La molécula vector aporta la estructura principal del agente de diagndstico y determina
el destino del mismo a través de las interacciones con el blanco molecular y su
distribucion metabolica. Algunos ejemplos de moléculas vector incluyen moléculas
orgénicas de baja masa molecular, oligonucledtidos, péptidos y anticuerpos
monoclonales.?® EI AQB, es una molécula relativamente pequefia que se une
covalentemente a la molécula vector y al mismo tiempo es capaz de quelar al

radiometal 2728

Un agente de imagen dirigido especificamente a un blanco molecular debe presentar gran
afinidad y especificidad por su diana bioldgica y accesibilidad eficiente al objetivo. Es
deseable que presente minima captacion inespecifica en los tejidos normales, lo que
contribuye en gran medida a lograr una mejor relacion tumor/tejido no blanco y por ende
una mejor imagen. Disefiar un agente de imagen con todas estas caracteristicas es un gran

desafio.

Uno de los agentes de imagenes oncoldgicos mas relevantes para su uso en PET es la 2-
desoxi-2-[*®F]fluoro-D-glucosa o [*®F]FDG, un analogo de la glucosa (Figura 3).
Transportadores de glucosa especificos, reconocen la[*®F]JFDG y la transportan al interior
celular, donde es fosforilada por la hexoquinasa para formar [*8F]FDG-6-fosfato. Debido
a la ausencia del grupo hidroxilo en posicion 2 la [*8F]FDG-6-fosfato no continta la via
glucolitica y permanece atrapada en el interior celular. Si bien todas las celulas
metabolizan glucosa, las células de cancer presentan un metabolismo aumentado, lo que
permite, por su acumulacion preferencial, la deteccion de distintos tipos de tumores y

metastasis.1230
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Figura 3. Estructura y metabolismo de la 2-desoxi-2-[*¢F]fluoro-D-glucosa.

Otra variedad de agentes de imagen se basan en estructuras peptidicas. Por ejemplo,
varios tumores presentan expresién aumentada de receptores cuyos ligandos son
hormonas peptidicas. Modificaciones sobre las estructuras originales de los péptidos dan
lugar a una serie de analogos peptidicos radiomarcados, con gran especificidad y afinidad
por blancos con relevancia oncoldgica.®® Entre los ejemplos mas destacados, se
encuentran los andlogos de somatostatina, que se utilizan en la clinica para el diagnotico
y terapia de tumores que sobreexpresan receptores de somatostatina. Otras familias de
péptidos que también han sido exploradas para su marcacién son, por ejemplo, los
péptidos de bombesina, arginina-glicina-acido aspartico (RGD) y hormona melanocito

estimulante.32-34

Una familia de moléculas ampliamente estudiada como moléculas vectores son los
anticuerpos monoclonales. Su gran afinidad (en el orden de nM) y especificidad frente a
antigenos asociados a tumores los convierte en herramientas atractivas para visualizar,

caracterizar y tratar el tejido maligno.

2.4 Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos o inmunogloblulinas (lg), son glucoproteinas producidas por los

linfocitos B del sistema inmune, que tienen la capacidad de reconocer de forma especifica
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otras moléculas, denominadas antigenos. Se distinguen cinco clases de Ig: 1gG, IgM, IgD,
IgE, e IgA. En humanos, los anticuerpos o inmunoglobulinas tipo 1gG estan conformados
por 4 cadenas polipeptidicas, que consisten en 2 cadenas pesadas de 470 aminoacidos (H,
del inglés heavy) y 2 cadenas livianas de 215 aminodacidos (L, del inglés light) que se
subdividen en kappa (k) y gamma (). ElI ensamble de dichas cadenas es una estructura
que recuerda una letra Y (Figura 4), que resulta en una estructura de 150 kDa
aproximadamente. Cada cadena L estd unida a una cadena H mediante un enlace
disulfuro. Al mismo tiempo, las cadenas H, se encuentran apareadas en sus extremos
carboxilo terminal y conectadas mediante enlaces disulfuro en la region “bisagra” a nivel
de la parte media de esas cadenas. Desde un punto de vista funcional, cada cadena puede
dividirse, en region variable (V) y regién constante (C), siendo las regiones variables de
las cadenas L y H, las regiones vinculadas al reconocimiento del antigeno. En la zona
apical de las regiones VL y VH, confluyen tres regiones de mayor variabilidad, conocidas
como dominios hipervariables o CDR (del inglés, complementary domain regién, que

constituyen zonas de interaccion con el antigeno.*®

Cadena pesada — >

Cadena liviana —» ‘ Region Variable

N\ 7

" Region Constante

Figura 4. Estructura basica de una inmunoglobulina.

La capacidad de unirse con elevada especificidad y afinidad a una molécula diana,
sumado a la descripcion de la técnica de produccion de anticuerpos a partir de la
formacion de hibridoma han permitido el uso de los anticuerpos como herramientas
bioldgicas. La técnica de hibridoma, es un sistema de produccion basado en inmortalizar
linfocitos B murinos, productores de anticuerpos con determinada afinidad y
especificidad por un blanco molecular, mediante la fusion con células tumorales. Lo que

permitio la produccién de un isotipo determinado de inmunoglobulina contra un antigeno

8



especifico, dando lugar a los AcMo.*” Las lineas celulares de hibridoma dieron lugar a
una variedad de AcMo terapéuticos.®% Sin embargo, los problemas de inmunogenicidad
observados en pacientes y los concomitantes avances en ingenieria genética, llevaron al
desarrollo de anticuerpos quimeéricos, humanizados y totalmente humanizados. Los
anticuerpos quiméricos, son construcciones donde la porcion variable de un anticuerpo
murino es combinada con la region constante de una inmunoglobulina humana. Por otro
lado, en un anticuerpo humanizado sélo la porcion CDR es de origen murino.*® Por
ejemplo, rituximab (Mabthera®), el primer anticuerpo monoclonal aprobado para terapia
de linfoma y leucemia linfocitica crénica, es un anticuerpo quimérico dirigido contra el
CD20. Otro anticuerpo quimérico de uso en clinica es el trastuzumab (Herceptin®),
indicado para el tratamiento de cancer de mama con sobreexpresion del receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico (Her2). Mientras que bevacizumab (Avastin®), un anti

VEGF es un ejemplo de AcMo humanizado.*®

2.4.1 Radioinmunoconjugados

El uso de radioinmunoconjugados como agentes de imagen y terapia, también ha sido
explorado desde hace varios afios. Distintos radionucleidos y estrategias de marcacion,
han sido estudiadas en la basqueda de agentes de imagen adecuados para el diagnostico
y terapia del cancer. 4°

2.4.2 Estrategias de marcacion clasica

Las estrategias de marcacion de anticuerpos monoclonales se basan en la cuidadosa
incorporacion del radionucleido al AcMo, de forma de conservar la afinidad y
especificidad de la molécula vector por su blanco molecular. Se pueden clasificar en
marcacion directa y marcacion indirecta (Figura 5). A su vez, la marcacién indirecta
puede llevarse a cabo a través de grupo prostético o, en el caso de radiometales, a través

de un agente quelante incorporado a la biomolécula.*



N
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Figura 5. Estrategias de marcacion clasicas de anticuerpos monoclonales. En a) un ejemplo de marcacion
directa. En b) y c) ejemplos de marcacion indirecta.

2.4.2.1Marcacion directa

Un ejemplo de marcacion directa es la utilizada para la incorporacion de halégenos
radioactivos, como los distintos isétopos de yodo y fllor, que consiste en la sustitucion
electrofilica aromatica (SeAr) en residuos de tirosina e histidina de la proteina.?>?

En el caso del iodo, la utilizacion de agentes oxidantes como la cloramina T® y
lodogen®, permite la oxidacion del radioiodo in situ y posterior SeAr. Asi, es posible la
incorporacion de los distintos isotopos de yodo (131, 1231, 1241, 125]) en condiciones de
reaccion suave.*? Si bien esta estrategia se ha utilizado para la marcacion de dos
anticuerpos anti CD20, tositumab y rituximab, de uso en clinica,*** es sélo adecuada
para proteinas que presenten expuestos residuos de tirosina o histidina. Ademas, el
fenémeno de dehalogencion que ocurre in vivo producto de enzimas dehalogenasas,
provoca acumulacion de iodo radioactivo a nivel de tiroides y estbmago, caracteristicas

poco deseables, especialmente en terapia.**

De forma similar el flior puede ser incorporado mediante marcacion directa, tanto por,
SeAr 0 sustitucion nucleofilica. Sin embargo, las proteinas suelen marcarse con °F a
través de la utilizacion de grupos prostéticos, debido a que las condiciones de reaccién

son muy exotérmicas o requieren altas temperaturas.*®

En el caso de radiometales, una estrategia de marcacion directa que se ha utilizado para
la marcacion de AcMo con **™Tc, es a través de la quelacion del metal via los grupos tiol
provenientes de las cisteinas. Esta metodologia requiere de un paso de reduccion de los
enlaces disulfuro presentes en la proteina, de forma de aumentar los grupos tiol

disponibles. Si bien se han descripto marcaciones de distintos anticuerpos con esta
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estrategia, la estructura de la biomolécula puede verse afectada lo que puede llevar a una
pérdida de afinidad.*®

Si bien son varios los ejemplos de marcacion directa de proteinas, en el caso de los
anticuerpos, suelen utilizarse métodos de marcacion indirecta de forma de preservar la

integridad de la biomolécula.
2.4.2.2 Marcacion indirecta: grupos prostéticos

Consiste en una estrategia que implica la marcacion de precursores que poseen grupos
prostéticos, permitiendo la conjugacion a la biomolécula luego del proceso de marcacion
por alquilacion, amidacidn, acilacion, imidacion, formacion de oxima o hidrazonas y
glicosilacion. Asi, por ejemplo, las marcaciones con 8F ocurren mediante reacciones de
sustitucion nucleofilica, con ®F promovido generalmente por la presencia de un
aminopoliéter (Kryptofix 2.2.2). En la Figura 6, se muestran dos ejemplos de grupos
prostéticos utilizados para la marcacion de anticuerpos monoclonales el N-succinimidil-

4-[*8F]fluorobenzoato y [*®F]fluorobenzaldehido.*46:47

\
(@) (@) 0] H
F F
['8F]SFB ['®FIFBA

Figura 6. Grupos protéticos utilizados para la marcacién de proteinas con *°F.

La marcacién de anticuerpos monoclonales, a través de la marcacion de grupos
prosteticos, permite la marcacion de moléculas que son sensibles a condiciones de
reaccion extremas. Ademas, la misma estrategia puede ser utilizada para la marcacion de
una variedad de biomoléculas. Sin embargo, presenta como desventaja los rendimientos

de reaccion bajo, resultado de los multiples pasos de sintesis.*
2.4.2.3 Marcacion indirecta: agentes quelantes bifuncionales

El uso de AQB es ampliamente utilizado para la marcacion de anticuerpos con distintos

radiometales, por ejemplo, 1*In, ™ Tc, %8Ga, 8Zr, ""Lu, etc. Quimicamente, un AQB es
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un reactivo que presenta, por un lado, un grupo funcional capaz de formar un complejo
de coordinacion con el metal de interés y, por otro, un grupo funcional que permita la
unidn al anticuerpo. Generalmente, el AQB es conjugado inicialmente a la biomolécula
para su posterior radiomarcacion.?”?® En este sentido, el grupo quelante debe formar un
complejo que sea estable in vitro y en condiciones fisiologicas, y que permita utilizar
condiciones de marcacion que no alteren las propiedades del anticuerpo. Los quelantes

bifuncionales pueden clasificarse en ciclicos y aciclicos.*®

Entre los aciclicos, cabe destacar el &cido dietilentriaminopentaacético (DTPA),
mercaptoacetiltriglicina (MAG3) y é&cido 6-hidrazinonicotinico (HYNIC), utilizados
principalmente para la marcacion de *™Tc. Mientras que entre los ciclicos, en general
macrociclos, se destacan el 1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-ciclododecanotetraacético
(DOTA), éacido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA) vy 14,8,11-
tetraazaciclotetradecano-1,4,8,11-tetraacetato (TETA).2"?84% En la Figura 7 se muestran

las estructuras y los radionucleidos que se utilizan generalmente con cada uno de ellos.
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HOOC ™\ ,~—,,/ ~COOH /~COOH
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HOOC.__N N_ _COOH N N N
~ N \_ HoOC COOH
COOH L
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Figura 7. Agentes quelantes ciclicos y aciclicos utilizados frecuentemente para la marcacion de
biomoléculas.

En el caso de **™Tc, uno de los AQB mas ampliamente utilizado es el &cido 6-

hidrazinonicotinico (HYNIC). Desde que fue descripto para la marcacion de proteinas en
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1990, ha sido utilizado para la marcacion de una gran variedad de biomoléculas,
probablemente debido a las elevadas purezas radioquimicas obtenidas en cortos tiempos
y condiciones de reaccion moderadas.>®>* Es conjugado a través de la formacion de
enlaces amida (Esquema 1), y debido a que puede coordinar al metal a través de dos sitios
méaximo (N del anillo de piridina y/o N del grupo hidrazino), es necesario la presencia de
coligandos para la completa coordinacion del tecnecio.?® Si bien la estructura del
complejo atn no ha sido elucidada, estudios recientes sugieren que el estado de oxidacion
del tecnecio es +5, y que tanto la piridina como el grupo hidrazino participan
coordinando.***® Ademas, debido a que el grupo hidrazino es altamente nucleofilico, es
frecuente el uso de analogos de HYNIC, en las reacciones previas a la marcacion, que

presenten este grupo protegido (Figura 8).%%°">
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Esquema 1. Ejemplo de reaccién de bioconjugacion del AQB HYNIC.
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Figura 8. Estrategias utilizadas para proteger la funcion hidracina, mediante a) la forma de clorhidrato, b)
grupo protector trifluoroacetilo, ¢) grupo protector Boc, y d) formacion de hidrazonas.

2.4.3 Estrategias de marcacion pre-dirigidas

Idealmente, los agente de imagen y terapia radiomarcados deberian acumularse en el
tejido objetivo y eliminarse rapidamente de la circulacion y de los tejidos normales. Sin
embargo, cuando los radioinmunoconjugados son administrados se observan largos

tiempos de residencia en la circulacion y una progresiva acumulacion a nivel del tumor,
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caracteristicas que limitan su uso como agentes de imagen y terapia.®® Debido a que los
anticuerpos tienen tiempos de vida media de varios dias, los radionucleidos que se utilizan
deben tener periodos de semidesintegracion de varios dias también. De forma que sea
posible realizar la adquisicion de imagenes luego de algunos dias y asi reducir la sefial de
fondo, o en el caso de los agentes terapéuticos asegurar su acumulacion a nivel tumoral.
Sin embargo, la combinacion de largos tiempos de circulacion y radioisétopos de largo
periodo de semidesintegracion, resulta en una combinacién que conduce a altas dosis de
radiacion a los pacientes. Ademas limita el uso de los radionucleidos utilizados con mayor
frecuencia en medicina nuclear, como por ejemplo el ®MTc (t2= 6 h) y *®F (t2 = 109

m | n) _40,61

Distintos abordajes han sido estudiados para sortear estos obstaculos. Una estrategia, se
basa en mejorar la farmacocinética intrinseca de las inmunoglobulinas, mediante la
generacion de fragmentos de menor tamafio que se eliminen més rapido. Sin embargo, se
ha observado, en algunos casos una reduccion de la acumulacion tumoral y retencion a
nivel renal. La otra estrategia, se basa en el concepto “pre-dirigido” (en inglés
pretargeted), que consiste en separar la administracién del anticuerpo y de atomo
radioactivo, para que ocurra una combinacion de ambos in vivo. Asi el AcMo es
administrado en una primera etapa, para permitir su acumulacion a nivel tumoral y la
depuracion sanguinea, y en una segunda etapa se administra el componente radiomarcado

para que interaccione con el AcMo in vivo (Esquema 2).61-63
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tumoral y

eliminacion lenta

Esquema 2. Estrategia de marcacion pre-dirigida.

Desde que fue propuesto en 1985, distintas estrategias han sido planteadas para llevar a
cabo el concepto “pre-dirigido”.%4%® La propuesta inicial implica el uso de anticuerpos

bi-especificos que por un lado reconocen el antigeno y por otro lado reconocen un

14



complejo radiomarcado.%* Desde entonces los abordajes planteados comparten algunas

caracteristicas: a) la administracion de los componentes en multiples pasos, b)

administracion inicial de un AcMo que no solo reconoce el antigeno sino que también

permite la interaccion con el segundo componente de manera especifica, ) utilizar en una

etapa posterior, una molécula portadora del radionucleido, que sea de menor tamafio y de

eliminacion répida. Los métodos pre-dirigidos pueden dividirse en 6 tipos como se

presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de estrategias pre-dirigidas.

Estrategias pre-dirigidas

AcMo bi-especificos construidos de
forma de poseer un sitio de union al
hapteno y uno o dos sitios de
reconocimiento del antigeno.®>67:68

(;
]
il

A, - antigeno

- Hapteno marcado
s p

AcMo conjugados a estreptavidina o
avidina, para luego interaccionar con
biotina marcada.®®"?

% o’ %o o’
il ]

1 |

& -Avidina/Estreptavidina > @8 - Biotina marcada

AcMo biotinilados  capaces de
interaccionar con estreptavidina o avidina
en un paso intermedio y posterior union a
biotina marcada.’ "

i‘ " .‘ ’l
im . n

ir | I

> -Biotina > &% - Biotina marcada
<» - Avidina/Estreptavidina

AcMo conjugados a secuencias de ADN
que permiten la interaccién con el segundo
componente mediante secuencias
complementarias.”™"®

. _ &
il il

- oligmero de ADN &% - oligomero ADN marcado
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Anticuerpos conjugados a enzimas, de

. #F nN »
forma de activar un profarmaco en el sitio . ' l . . l ' ’
de accion.”’ ~ —

ir ]
@ -eNZiMa  wwmw DrofArmaco s - farmaco

I\{Iedlgnte el uso de reacciones quimicas in ° PP o
VIVO. . * . ’
m .. 1l

A |

® - grupo quimico
@ -#% - grupo quimico marcado

2.5 Bioconjugacion

La necesidad de explorar la interacciones moleculares que ocurren a nivel bioldgico ha
aunado los esfuerzos de quimicos y bi6logos en pos de nuevas estrategias de

bioconjugacion que permitan el monitoreo molecular de sistemas bioldgicos.

De forma amplia, el término bioconjugacion hace referencia a la union de dos 0 mas
moléculas, generalmente mediante un enlace covalente, siendo al menos una de ellas una
biomolécula. Como resultado, a partir de la conjuncion de dos moléculas, se obtiene una

molécula de mayor complejidad que combina las propiedades de ambas.

La aplicabilidad de un conjugado reside en visualizar las propiedades del conjugado final
y asi encontrar los componentes que han de ser necesario combinar para crearlo. Los
disefios mas utilizados incluyen, entre otros, la conjugacion de a) AcMo con sondas
fluorescentes o radioactivas, b) AcMo conjugados con farmacos, ¢) enzimas conjugadas
a streptavidina o biotina, d) inmovilizacion de ligandos de alta afinidad sobre
nanoparticulas o superficies, e) conjugacion de entidades biologicas a polimeros
sintéticos. Las combinaciones posibles son multiples y constituyen una herramienta

fundamental para el desarrollo de las ciencias de la vida y médicas.
Asi, a la hora de elegir el método de conjugacion apropiado se debe:

1) tener en cuenta el objetivo para el cual dicho conjugado esta siendo disefiado, 2)

visualizar los grupos funcionales presentes en las moléculas a conjugar, 3) seleccionar la
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molécula conectora apropiada de forma que reaccione con dicho grupos funcionales, 4)
considerar el efecto de las condiciones de reaccion seleccionadas sobre la funcionalidad

de las biomoléculas involucradas.”

Los avances en quimica, biologia y tecnologia han determinado una evolucion de los
métodos de conjugacion y las aplicaciones de los mismos. Un claro ejemplo de ello es la
evolucion que han tenido los anticuerpos monoclonales radiomarcados. Inicialmente
estos radioinmunoconjugados fueron ampliamente utilizados en distintas técnicas de
investigacion y diagnostico in vitro, como el radioinmunoanalisis. Sin embargo, la
aparicion de nuevas estrategias de bioconjugacion de anticuerpos conjugados a enzimas
reemplazé el uso de los mismos en dicha aplicacion. Asi, actualmente la aplicacién de
anticuerpos monoclonales radiomarcados esta enfocada a la creacion de agentes de

imagen y terapia especificos por blancos moleculares.

2.6 Quimica en sistemas biolégicos

La comprensién de los procesos bioldgicos depende en gran parte de la habilidad para
rastrear las moléculas que participan en dichas interacciones. En la bdsqueda constante
de nuevas herramientas de sintesis quimica y de bioconjugacion, la quimica bio-ortogonal
surge recientemente como un area que abraza el desafio de realizar reacciones quimicas
en sistemas bioldgicos. El objetivo consiste en encontrar y desarrollar reacciones que
pueden ser llevadas a cabo en la complejidad de los entornos bioldgicos, y en explorar el

abanico de potenciales aplicaciones que surgen a partir de las mismas.

El termino bio-ortogonal, acufiado por Carolyn Bertozzi en 2003, hace referencia a un
tipo de reaccion quimioselectiva cuyos componentes no interaccionan con el medio
bioldgico.® Las reacciones bio-ortogonales implican el uso de grupos funcionales que
reaccionan selectivamente entre si, en un medio acuoso y que sean inertes a

funcionalidades bioldgicas.&8!

Se debe recordar que las células son ambientes acuosos ricos en una gran variedad de
funcionalidades quimicas producto de la presencia de distintas entidades como las
proteinas, carbohidratos, lipidos, &cidos nucleicos, iones inorganicos, entre otras (Figura
9). Por tal motivo, los grupos funcionales bio-ortogonales, suelen ser entidades quimicas

no prevalentes en sistemas biologicos. Ademas, no deben ser sensibles a la presencia de
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agua ni al ambiente celular reductor, asi como tampoco deben requerir condiciones de
temperatura, presion y concentracion elevadas para reaccionar. Otra caracteristica
deseable es que el producto de reaccién sea estable y no citotdxico. Por otro lado, los

reactivos bio-ortogonales complementarios deben reaccionar selectivamente y de forma

eficiente.
H,0 cf“ H,0 CI‘;
i >0 :
HPO,‘\ / Na , /HPo; ) Na
& [ HoO K D o H,0
Q o
o @ e ®
@ < ~—NH3 J 2 ~—NH3
H,0 H0
—SH —SH
[> P - Etiquetas bio-ortogonales - Biomolécula @ - Sonda o farmaco

Figura 9. Reaccion bio-ortogonal. Se basa en la incorporacién de un grupo funcional o etiqueta bio-
ortogonal (de origen no natural) en la biomolécula en estudio. Dicha etiqueta equipa a la biomolécula con
una funcionalidad distinta a las presentes en la naturaleza. Seguidamente es introducida en el entorno
bioldgico de forma de permitir su interaccion con su diana molecular. En una segunda etapa es adicionada
la segunda etiqueta bio-ortogonal, portadora de la sonda o farmaco, de forma que reaccione covalentemente
con la primera.

Si bien la selectividad quimica es requisito indispensable para una reaccién in vivo entre
componentes bio-ortogonales, la cinética intrinseca de la reaccion es determinante para
su aplicacion en sistemas bioldgicos. La mayoria de las reacciones que se utilizan para
conjugar biomoléculas selectivamente presentan una cinética de segundo orden respecto
a ambos reactantes y, en consecuencia, sus velocidades dependen de las concentraciones
de los dos componentes de la reaccion y de la constante cinética de la misma. Si bien en
reacciones in vitro es posible controlar dichos pardmetros, in vivo hay otras
consideraciones a tener en cuenta. Por ejemplo, deben poseer una cinética elevada en
condiciones fisiologicas de lo contrario es necesario utilizar una mayor concentracion de
al menos uno de los reactivos para favorecer la reaccion, lo cual puede generar problemas

de toxicidad. 882

Estas exigencias reducen el repertorio de reacciones quimicas pasibles de ocurrir en

sistemas bioldgicos a un grupo limitado. A mayor complejidad biologica, mayores son
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los requisitos que deben reunir. A continuacion se detallara la evolucion que han tenido

los abordajes bio-ortogonales, sus aplicaciones y sus limitaciones.
2.7 Reacciones bio-ortogonales

2.7.1 Condensacion de carbonilos con nitréogenos con efecto alfa

Una de las primeras reacciones considerada bio-ortogonal es la condensacion entre
aldehidos o cetonas con grupos hidrazina u aminooxi para formar hidrazonas y oximas
respectivamente (Esquema 3).8% Si bien ha sido ampliamente utilizada como
herramienta de bioconjugacién, la quimioselectividad de los reactivos y la baja
prevalencia de los grupos funcionales en los biopolimeros naturales, permitieron
estudiarla como una reaccion bio-ortogonal. Por ejemplo, la reaccion entre hidrazina y
aldehido ha sido utilizada para acoplar dos farmacos de forma intracelular, observandose
un efecto citotdxico sinérgico.8® Un abordaje similar, fue utilizado en la sintesis de un

inhibidor enziméatico mediante la formacién de una hidrazona a nivel de cultivo celular.8

e

H
N N,NH
R |
R, H

.0
0 0 N
H,N % |

Esquema 3. Reaccion de condensacion entre condensacion entre aldehidos o cetonas con grupos
hidrazina u aminooxi para formar hidrazonas y oximas respectivamente

Posteriormente, la introduccién selectiva de grupos cetona y aldehidos en proteinas y
carbohidratos amplié el espectro de aplicaciones.®*878 Por ejemplo, en 1997 el grupo de
Carolyn Bertozzi plantea utilizar los grupos carbonilo como etiqueta bio-ortogonal de
membrana celular debido a la ausencia de dichas funciones quimicas en la superficie
celular. Su estrategia consistio en incorporar los grupos cetonas a las glicoproteinas de la
membrana plasmatica a través de la biosintesis del acido siélico, un carbohidrato que esta
presente en las porciones terminales de las mismas. El &cido sialico, es sintetizado a partir

del precursor N-acetilmanosamina, sin embargo derivados con sustituyentes acilo no

19



naturales son tolerados e incorporados en la sintesis del acido siélico (Figura 10). Una
vez incorporados en las glicoproteinas de membrana, demostraron que los grupos cetona
reaccionan selectivamente con un derivado hidrazida-biotinilado, el cual posteriormente
interacciona con un derivado avidina-FITC.8” En un abordaje similar, Paulson et al,
describen la formacidn de una oxima, catalizada por la presencia de anilina, entre grupos
aldehido a nivel de las glicoproteinas de membrana y biotina portadora de un grupo

aminooxi.%

o} O
OH OH
JJ\ /L\ TN _,;O
HN.o HNo ™ -
HO HO
HO OH HO OH

N-acetiimanosamina Derivado de la
N-acetimanosamina
(no natural)
o)
OH /1
M ~_0
HO OH OH o
o HO" CO;
§ H o070~ "iga
~ \/\H/N
5 Ho
célula célula

Figura 10. Incorporacién de grupos funcionales cetonas, a través de la biosintesis del acido sialico de las
glicoproteinas de superficie de membrana.

Si bien los ejemplos anteriores significaron un notable avance y dieron inicio a la quimica
bio-ortogonal, su utilizacion para la modificacién de proteinas intracelulares o en
organismos Vvivos no ha sido tan expandida. Posiblemente, algunas limitaciones fueron
encontradas en términos del pH de la reaccion (pH 6ptimo entre 3 a 5),°! o0 a la
competencia con cetonas y aldehidos a nivel de cofactores y azucares intracelulares

(glucosa y piruvato).’®9
2.7.2 Reaccion de Staudinger entre azidas y triarilfosfinas.

En la basqueda de reacciones quimioselectivas, una reaccion que atrajo la atencion es la
descripta por Staudinger y Meyer en 1919 entre el grupo azida y trifenilfosfina en
presencia de agua (Esquema 4, a).%% Una reaccion rapida donde la trifenilfosfina
reacciona con la azida formando un azailuro intermedio que se descompone para producir

oxido de trifenilfosfina y una amina primaria.
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A pesar de ser una reaccion ampliamente utilizada en quimica organica para la sintesis de
aminas, no habia sido explotada como herramienta de conjugacién de biomoléculas. Sin
embargo, Bertozzi et al., visualizaron que posee requisitos como para ser realizada en
medios bioldgicos. Entre ellos se destaca que ambos reactivos (azidas y trifenilfosfina)
estdn ausentes en sistemas biologicos, reaccionan de forma quimioselectiva y en
presencia de agua. Ademas la azida presenta tamafio pequefio, es quimicamente inerte,
estable en condiciones fisioldgicas, requisitos deseables para un grupo funcional bio-
ortogonal.”®% Con esto en mente, surge una adaptacion de la reaccion de Staudinger,
conocida actualmente como ligacion de Staudinger-Bertozzi; donde se describe la
formacion de un enlace amida a partir de una azida y una arilfosfina funcionalizada con

un grupo metoxicarbonilo en uno de los arilos (Esquema 4, b).%

a) o R l\?\ Ny ®© o ' -
P7R3 + \N/ \\N - R37P7N7R' —_— R*NHQ + O*PR?,
) H,0
o) o) o 0
oM N

b) OMe e o .

e Ph . o Ny ® O  -CH0 oN-R H

R pr + RN —= R ~P=N-R' R o~ o ° PO
B PR, Ph 2 Ph

Esquema 4: a) Reaccion de Staudinger, b) Ligacion de Staudinger-Bertozzi.

La quimioselectividad de la reaccion en diferentes ambientes y la utilizacion de la azida
como etiqueta bio-ortogonal, promovieron la incorporacion de N-azidoacetilmanosamina
en la biosintesis de acido sialico. De esta forma, luego de introducir los grupos azida en
la red de glicoconjugados de la superficie celular, fue posible la modificacion quimica
mediante reaccidn con una triarilfosfina biotinilada y posterior deteccién con un derivado

avidina-FITC mediante citometria de flujo (Figura 11).%
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Figura 11. Reaccion bio-ortogonal en la superficie celular entre azidas y triarilfosfinas. a) y b)
Incorporacion de grupos funcionales azida, a través de la biosintesis del &cido sialico de las glicoproteinas
de superficie de membrana. ¢) reaccion bioortogonal entre azida y una triarilfosfina biotinilada. d) adicion
de sonda fluorescente (avidina-FITC).

El éxito de la estrategia a nivel de células vivas motivd, poco tiempo después, la ejecucion
de la reaccion en animales vivos. Asi, mediante citometria de flujo fue posible confirmar
la modificacion de las superficies glicosiladas de los esplecnocitos en su ambiente nativo,

un evento quimico hasta el momento sin precedentes.8%°

Desde su descripcion, la ligacién de Staudinger-Bertozzi, ha sido utilizada para la
deteccion de glicosidasas en mezclas complejas 'y monitorear actividad
glicosiltransferasas mediante ensayos de inmovilizacion en placa.8-%1% También ha
permitido la marcacion de proteinas mediante la incorporacion de aminoacidos no

naturales portadores de un grupo azida.

A pesar del éxito de dicha reaccion como herramienta de bioconjugacion. Su aplicacién
en el disefio de agentes de imagen en animales vivos se ha visto limitado, principalmente
por una cinética de reaccion relativamente lenta (k=0.0020 Ms™?), siendo el ataque
nucleofilico de la fosfina el paso limitante de la reaccion.%? Esta caracteristica implica
utilizar concentraciones elevadas de triarilfosfinas (>250 uM), lo que resulta en imagenes

con elevada sefial de fondo, reduciendo de esta forma sus aplicaciones.

2.7.3 Cicloadicion entre azidas y alquinos

El objetivo de realizar reacciones en seres vivos, impuso la necesidad de hallar reacciones
mas rapidas. Las caracteristicas favorables del grupo azida como etiqueta bio-ortogonal
motivo a procurar reacciones con azidas que transcurran a mayor velocidad, lo que enfocd
los esfuerzos en el estudio de reacciones de cicloadicion [3+2] 6 1,3-dipolares entre azidas

y alquinos.
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El concepto de cicloadicion [3+2] fue introducido por Rolf Huigsen en 1960 y a lo largo
de los afios ha sido ampliamente utilizada en la sintesis quimica de heterociclos.!%®
Permite la creacion de dos enlaces o, carbono-carbono o carbono-heterodtomo, en un
unico paso, con gran eficiencia y selectividad. En una cicloadicién [3+2] tipica, un 1,3-
dipolo reacciona con un sistema de enlaces mdltiples, generalmente alqueno o alquino,
dipolarofilo, para generar un anillo de 5 miembros (Esquema 5). Desde un punto de vista
bio-ortogonal, su mayor atractivo reside en la selectividad intrinseca de los reactivos que
participan y en la posibilidad de modificar sus propiedades electronicas para promover la

cicloadicion.t%*

Dipolo a/b\ce a/b\c
N ¢ \d—e/

Dipolardéfilo d=e

Esquema 5. Cicloadicion [3+2] tipica.

Entre los grupos funcionales que pueden actuar en esta reaccion como 1,3-dipolar,
probablemente las azidas y alquinos, para formar [1,2,3]triazoles, han sido los de mayor
impacto (Esquema 6). La reaccion original requiere de condiciones de temperatura o
presion elevadas, ademas de reflujo de tolueno o tetracloruro de carbono (12-60 h),
condiciones que la excluirian para trabajar con biomoléculas.'® Sin embargo, en el 2002
dos grupos de investigacion en simultaneo describieron una alternativa para acelerar la
reaccion, adicionar cantidades cataliticas de cobre (1).1%%1%7 Esta modificacion ademas de
aumentar la cinética (reaccién transcurre en minutos) y regioselectividad de la reaccién
(favorece la formacion del regioisdmero 1,4), permite que la misma transcurra en medio
acuoso. Esta reaccion quimica, es conocida actualmente como “cicloadicion entre azidas
y alquinos catalizada por cobre” (CuAAC, del inglés, catalyzed azide—alkyne

cycloaddition).®
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Esquema 6. a) Representaciones de Lewis que contribuyen al hibrido de resonancia del grupo funcional
azida b) y ¢) Reaccion entre azida y alquino para la formacion de [1,2,3]triazoles. En b) condiciones
térmicas generan regioisomeros 1,4 y 1,5 en cantidad equimolar. En c¢) reaccion catalizada por Cu(l)
favorece la formacion del regioisémero 1,4.

Casi en simultaneo Sharpless et al., introducen el concepto de quimica “click” o “click
chemistry”, para describir un abordaje quimico en el cual las reacciones sean sencillas,
rapidas, altamente selectivas y regioespecificas, cuyos reactivos puedan oficiar de
blogques de construccién de forma de obtener productos con alta eficiencia, tolerable al
agua y con productos secundarios facilmente removibles.”” En este sentido, si bien hay
varias reacciones tipo “click” es la “cicloadicién entre azidas y alquinos catalizada por
cobre” la mas representativa, por lo cual también es reconocida como “azide—alkyne click

reaction”.109

2.7.4 “Click chemistry” libre de cobre: cicloadicién entre azidas y alquinos

promovida por ciclos tensionados

Si bien la cicloadicion catalizada por Cu(l) procede aproximadamente siete drdenes de
magnitud mas rapido que la cicloadicién sin catalizar, y ha tenido gran impacto en la
sintesis quimica de farmacos y otros materiales, su aplicacion en sistemas biolégicos se
ha visto limitada por la citotoxicidad del Cu(l).’®#119-113 Una alternativa que se ha
estudiado para llevar a cabo una cicloadicion con azidas y alquinos libre de cobre consiste
en la utilizacion de alquinos ciclicos tensionados, por ende altamente reactivos.’882114.115
La cicloadicion promovida por ciclos tensionados (SPAAC, del inglés “strain-promoted
azide—alkyne cicloaddition”) es el resultado de varias observaciones a lo largo de la los
afios. La distorsion de los angulos de enlace de alquenos y alquinos al formar un ciclo,

resulta en un aumento de la reactividad y velocidad de la cicloadicion.*>18 Asi, en base
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a antecedentes de Wittig y Krebs que en 1961 describieron la reaccién entre cicloalquino
y una fenil azida como “explosiva”, Bertozzi explord la cicloadicion entre el grupo
funcional azida y un derivado ciclooctino biotinilado (Esquema 7).1* En un abordaje
similar, utilizando como etiqueta bio-ortogonal el grupo azida (incorporado
metabolicamente) se comprobd la modificacion covalente en la superficie celular en la
complejidad del cultivo celular, sin observar efecto citotoxicos aparentes (Figura 12).

Ri

Esquema 7. Reaccién de cicloadicion entre una azida y un ciclooctino.

Na

N, s 5 ‘
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Biotina Biotina-Avidina-FITC
. .

Avidina-FITC

Figura 12. Reaccidn bio-ortogonal en la superficie celular entre azidas y ciclooctino. a) y b) Incorporacion
de grupos funcionales azida, a través de la biosintesis del &cido siélico de las glicoproteinas de superficie
de membrana. c) reaccién bioortogonal entre azida y un derivado ciclooctino biotinilado. d) adicién de
sonda fluorescente (avidina-FITC).

Si bien la prueba de concepto de que la cicloadicion entre azidas y alquinos promovida
por ciclos tensionados es de utilidad para la modificacion selectiva de biomoléculas en
células vivas, la constante de segundo orden k=0.024 Ms motivo a estudiar distintos
derivados de ciclooctino, con el fin de lograr una reaccion adecuada para su aplicacion in
vivo. Las sustituciones sobre el ciclooctino, fueron orientadas a mejorar parametros como
velocidad de reaccion, solubilidad, toxicidad, etc. Uno de los abordajes combina la
tension del ciclo con la incorporacion de grupos electrdn atrayente, lo que resulta en un
aumento de la constante de segundo orden. Por ejemplo el difluoro-derivado “DIFO”
reacciona una 30 veces mas rapido que derivados no fluorados o que la ligacion de
Staudinger (Figura 13).114119120 E] yso de “DIFO” permitid, por primera vez, la imagen
in vivo de glicanos en zebrafish un organismo vivo. Otra estrategia, por ejemplo, se enfocd

en aumentar alin mas la tension ciclica mediante la fusion de dos anillos de benceno al
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ciclooctino, siendo “BARAC” el derivado que logré una constante de segundo orden

mayor (k=0.96 M%s™%, Figura 14).12+ 1%

~
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>
ocT ALO MOFO o DIFO
No téxico >

k=0.0024 M's™ HooC
Solubilidad en agua: baja _) k=0.0013 M's™ k=0.0043 M's™" k=0.076 M's™!

Figura 13. Ejemplos de derivados ciclooctino sustituidos con grupos electrén atrayente y su efecto en la
velocidad de reaccioén 1,3-dipolar.
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Figura 14. Ejemplos de derivados ciclooctino con anillos fusionados y su efecto en la velocidad de
reaccion.

Una aplicacion reciente de las cicloadiciones entre azidas y alquinos, consiste en la
incorporacion de azido-azucares en las glicoproteinas de células tumorales provenientes
del cultivo de cortes de tumor de préstata. Este desarrollo, ha permitido imagenes de
microscopia de las glicoproteinas de membrana a nivel de células tumorales, por reaccion
del ciclooctino DIBAC conjugado a un fluoroforo. Alternativamente, permitié también la
separacion e identificacion de nuevos biomarcadores tumorales, a traves de
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funcionalizacion de las mismas con un alquino biotinilado, que reacciona a través de
“click chemistry” catalizada con Cu y posteriormente es capturado en esferas

funcionalizadas con avidina (Esquema 8).1%

Tumor

JCuItivo de corte de tumor
4  Fluordforo
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SPAAC QND Imagen de glicoproteinas
43
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Esquema 8. Plataforma bio-ortogonal enfocada a la caracterizacion tumoral a nivel clinico.

2.7.5 Reacciones de Diels-Alder entre tetrazinas y olefinas

2.7.5.1Cicloadicion entre tetrazinas y trans-cicloocteno

En la busqueda de reacciones con velocidades de reaccion excepcionalmente altas, Fox
et al., decidieron explorar la reaccion entre [1,2,4,5]tetrazinas y trans-cicloocteno como
herramienta de bioconjugacion (Esquema 9).12

1 ;
N
NN Y N h
e W
R' R'

Esquema 9. Reaccion de cicloadicion entre [1,2,4,5]tetrazinas y trans-cicloocteno.

Antecedentes previos, indicaban que las [1,2,4,5]tetrazinas reaccionan como dienos
poderosos frente a alquenos y alquinos.*?” En 1990, Sauer et al., estudiaron las constantes
cinéticas de [1,2,4,5]tetrazinas con varios diendfilos como ciclopropeno, norboreno,
ciclooctino y los isomero cis y trans de cicloocteno, entre otros. Observaron que el trans-
cicloocteno (TCO) presentaba la mayor reactividad, siendo 7 érdenes de magnitud mas

rapido que el isdmero cis-,128:129
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El primer paso en el mecanismo de reaccion (Esquema 10) implica una reaccién de Diels-
Alder inversa, donde la tetrazina actia como dieno, y el TCO actta como diendfilo, dando
como resultado un aducto bi-ciclico altamente tensionado que mediante liberacién de N,
via retro-Diels Alder, rapidamente se convertirdA en un conjugado estable
[4,5]dihidropiridazina que seguidamente se isomeriza al [1,4]dihidro-isomero.
Finalmente, un paso de oxidacion conduciria a la formacion de la correspondiente

piridazina. Ademas, debido al mecanismo concertado de la cicloadicion [4+2] de Diels-

Alder, la reaccion se caracteriza por presentar una cinética de segundo orden,26:130.131
R4 R
A N R *
N S N
. NN N -N; N
N ~ N _— I R > N
Y R3 N Rs
R3 R2 R2 R2
R4 R4
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| [Oxidacién] N
Ry N . NH
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Esquema 10. Mecanismo de reaccién entre [1,2,4,5]tetrazinay TCO.

2.7.5.2Reactividad

En una cicloadicion [4+2] de Diels-Alder “directa” 4 electrones 7 de un dieno reaccionan
con 2 electrones = de un dienodfilo. El dieno generalmente es rico en electrones y el
diendfilo sustituido con grupos electron atrayentes. La reaccion puede ser racionalizada
en término del orbital molecular ocupado més alto (HOMO, del inglés, highest occupied
molecular orbital) y el orbital molecular no ocupado mas bajo (LUMO, lowest
unoccupied molecular orbital) como se muestra en la Figura 15. Por el contrario, en una
reaccion de Diels-Alder inversa o IEDDA (del inglés, inverse electron demand Diels-

Alder), la polaridad electronica dieno/diendfilo se invierte (Figura 15).
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Reaccion de Diels-Alder Reaccion de Diels-Alder inversa
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Figura 15. Las reacciones de Diels-Alder pueden ser racionalizadas considerando la diferencia de energia
en los orbitales moleculares de frontera HOMO-LUMO de los reactivos.

La tetrazina (dieno) es deficiente en electrones, mientras que el TCO (diendfilo) es rico
en electrones.!3 Estas caracteristicas determinan que la reactividad de la reaccion puede,
en principio, ser aumentada mediante modificaciones estructurales sobre los reactivos.
Hasta el momento, se ha estudiado la reaccion de IEDDA con una variedad de
[1,2,4,5]tetrazinas con distintos sustituyentes en las posiciones 3 y 6, asi como también
con distintos diendfilos (Figura 16).1%° La utilizacion de distintos métodos para la
determinacion de las constantes cinéticas, dificulta comparar reactividades, sin embargo
es posible observar algunas tendencias. Por ejemplo, segun las estructuras representadas
en la Figural4, la reaccion de los alquinos ciclicos 1y 2 con las tetrazinas 1y 9, resultan
en constante de segundo orden en el entorno de 1 x 102y 4.5 x 10* Ms1.133 De forma
similar, el uso de norborneno (3) con las tetrazinas 6 y 10 resultd en constantes cinéticas
en el rango de 1 y 10 M1s1. 131134 Aymentos notorios de reactividad, se observan cuando
se utilizan analogos de TCO, con constantes cinéticas en el orden 10% a 10* dependiendo
de la metodologia utilizada.**>!® Entre los derivados TCO mas reactivos se encuentran
el 6 y el biciclo 7, que resultaron en constantes de 26 x 10* y 280 x 10* Mls'
respectivamente frente a un analogo de la tetrazina 8.13"*8 Sin embargo, aumentos en la
reactividad se han visto asociados con un aumento de la inestabilidad, como es el caso

del derivado TCO 7. En el caso de las tetrazinas, también se ha observado una tendencia
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similar, un aumento de reactividad resulta en aumento de la inestabilidad del

heterociclo.1%®

o
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Figura 16. Algunos de los derivados [1,2,4,5]tetrazinas y TCO utilizados para estudiar la reaccion IEDDA.

Un estudio tedrico reciente, de la reactividad entre [1,2,4,5]tetrazinas y TCO, revel6 que
sustituyentes electrén atrayentes en las posiciones 3 y 6 de las tetrazinas, disminuyen la
energia del LUMO, lo que resulta en energias de interaccion mas fuertes.*3*4! De forma
similar diendfilos con sustituyentes ricos en electrones, favorecen la reactividad ya que
elevan la energia del HOMO. Al comparar la reactividad entre alquenos y alquinos, se
observo gue los alquenos tienen energias HOMO mayores a las de los alquinos, y por lo
tanto, los alquenos tienen energias de interaccion mas fuertes con las tetrazinas. Ademas,
los dienofilos como el TCO y ciclooctino, presentan mayor reactividad en las
cicloadiciones, debido a que poseen una estructura pre-distorsionada por lo que requieren

menor energia de distorsion para alcanzar el estado de transicion.'#
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2.7.5.3Sintesis de [1,2,4,5]tetrazinas y TCO

Una estrategia clasica de obtencion de [1,2,4,5]tetrazinas es a partir de nitrilos en
presencia de hidracina o acetato de formamidina, seguido de un paso de oxidacion.®® Sin
embargo esta estrategia, resulta en bajos rendimientos cuando se utilizan nitrilos de
alquilo. Recientemente, se ha descrito la reaccion en un unico paso, mediante catalisis
con un &cido de Lewis (triflatos de Zn o Ni), lo que ha permitido la obtencidn de tetrazinas
con buenos rendimientos.#? Cabe destacar que debido a que algunas [1,2,4,5]tetrazinas
son de naturaleza explosiva, sumado a la elevada reactividad de la hidracina, y a la
liberacion de gases de 6xido de nitrogeno, la sintesis de las mismas son llevadas a cabo
en campanas con gran ventilacion y los reactivos manipulados con precaucion.#? La gran
mayoria de las [1,2,4,5]tetrazinas se obtienen como sélidos de color rojo o fucsia, y
presentan una longitud de absorcidn caracteristico en el rango de 520-540 nm. Este pico
de absorcion caracteristico, desaparece luego de la reaccion de cicloadicion o ante

eventual inestabilidad.t30.143

1) NH,NH, , 60°C, 24h R
CN , CN catalizador (Zn* o Ni*) N)%,\Il
R4 R2 2) NaNO,, 1M HCI NYN
R4

Esquema 11. Sintesis de [1,2,4,5]tetrazinas catalizada con Zn o Ni.

Por otro lado, el trans-cicloocteno se obtiene mediante fotoisomerizacién a partir del cis-
cicloocteno por irradiacién con UV de 254 nm. Debido a que el TCO forma complejos
estables con cationes de plata, el TCO es purificado mediante el pasaje del mismo por
una columna de silica con AgNOs, siendo el cis-cicloocteno eluido y sometido a
fotoisomerizacion mediante un sistema cerrado que permite su recirculacion.* Si bien la
técnica descrita permite alcanzar una escala de varios gramos, los costos econémicos
vinculados al sistema requerido para su sintesis (reactor UV comercial y matraces de

cuarzo) limitan su realizacion.
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2.8 Reaccion de cicloadicion entre [1,2,4,5]tetrazina y TCO en el

disefo de agentes de imagen y terapia

2.8.1 Desarrollo de agentes de imagen

Las caracteristicas excepcionales de la reaccion entre [1,2,4,5]tetrazinas y TCO, despertd
gran interés en el area de la imagen molecular. Dos trabajos pioneros visualizan el
potencial bio-ortogonal de la misma. Por un lado, Weissleder et al., demuestran que la
reaccion puede ser llevada a cabo in vitro en cultivo celular, utilizando como agente de
imagen una sonda fluorescente. Mientras que poco tiempo después Robillard et al.,
demuestran la exquisita bioortogonalidad de la reaccion y el potencial de la misma para
resolver las desventajas que presentan los radioinmunoconjugados como agentes de

imagenes y terapia.

En su trabajo, Weissleder et al., describen la deteccion de EGFR en células A549 de
cancer de pulmon, utilizando una sonda fluorescente mediante el uso de una estrategia
pre-dirigida. Asi, en una primera etapa las células fueron incubadas con el AcMo anti
EGFR (Cetuximab) conjugado a TCO, para el reconocimiento del mismo por su receptor
blanco, y en una segunda etapa se realizo la adicion de un derivado tetrazina portador de
un fluoréforo (Esquema 11).}*° Mediante estudios de microscopia y citometria de flujo
comprobaron la selectividad de la reaccion y la viabilidad de la estrategia pre-dirigida
para el desarrollo de agentes de imagen molecular, entre otras cosas. Ademas,
describieron la sintesis de un derivado tetrazina (3-(4-benzilamino)-[1,2,4,5]tetrazina)
gue mostro ser estable en amortiguador de fosfato salino (PBS) y suero, presentando una

constante de segundo orden de 6000 + 200 Ms? cuando reacciona con TCO a 37
°C.131'145
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Esquema 12. Disefio experimental de estrategia de marcacion pre-dirigida in vitro. En paso 1, se incuba el
cultivo celular con cetuximab-TCO para su interaccién con el EGFR. En paso 2, se administra el derivado
tetrazina portador de la sonda fluorescente para su reaccion con los AcMo-TCO en la superficie celular.

Poco tiempo después, Robillard et al., describen el primer abordaje pre-dirigido en
animales para imagenes SPECT-CT basado en IEDDA.*" En dicho trabajo se describe la
sintesis del derivado 3,6-di-(2-piridinil)-[1,2,4,5]tetrazina acoplado al quelante DOTA
mediante un espaciador de polietilenglicol (Figura 17) y su posterior marcacion con in
para imagenes SPECT. El derivado tetrazina sintetizado presenta una cinética
excepcional, con una constante de segundo orden de 27.000 Ms™ cuando reacciona con
el TCO en PBS a 37 °C. Como prueba de concepto de la estrategia pre-dirigida, los
autores estudiaron el reconocimiento del AcMo CC49 por la glicoproteina 72 asociada a
tumor (TAG-72), una mucina que se encuentra sobreexpresada en distintos tipos de
cancer y ademas presenta una internalizacion limitada.'*® Asi, el CC49 es conjugado a
TCO através de grupos amino presentes en la proteina, y administrado a un raton portador
de un tumor inducido con células LS 174T. Luego de un periodo de 24 horas, en el cual
CC49-TCO se acumula progresivamente en el tumor y depura de la circulacion sanguinea,
la tetrazina radiomarcada es administrada (Esquema 12). Finalmente, los estudios de
biodistribucidn e imagenes SPECT-CT revelaron una clara visualizacion del tumor, con
una acumulacion de actividad de 4.2 % DI/g de tumor, y una relacion tumor/musculo de
13.1.17 Resultados promisorios que los autores mejoran en trabajos posteriores mediante
la administracién de paso intermedio de un agente secuestrador del AcMo-TCO
circulante en sangre, y mediante el uso de un derivado trans-cicloocteno, sustituido en
posicion axial con éter bencilico que presenta mayor estabilidad y reactividad (ko =
270.000 M1s1) (Figura 18).1%8
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Figura 17. Derivado tetrazina sintetizado por Robillard et al.*¥"
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Esquema 13. Disefio experimental de estrategia de marcacién pre-dirigida in vivo. En paso 1, se administra
el AcMo-TCO y se permite su acumulacién a nivel del tumor y depuracion sanguinea durante 24h. En paso

2, se administra el derivado tetrazina radiomarcado para su reaccion con los AcMo-TCO que se encuentran
en la superficie de las células tumorales.

R= O-NHS

Figura 18. : Derivado TCO de alta reactividad utilizado por Robillard et al.*%
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2.8.1.1Desarrollos con aplicacion en PET

Los resultados alentadores de los trabajos hasta el momento, en combinacion con la
versatilidad del abordaje en estudio, impulsaron a explorar la reaccion con fines de
diagnostico utilizando radionucleidos emisores de positrones, especialmente con aquellos

de periodo de semidesintegracion corto.

Por ejemplo, el acople del quelante NOTA a un derivado tetrazina (Figura 19), permitio
la marcacion con cobre-64.14" En dicho trabajo, como prueba de concepto se utilizé un
AcMo (A33) dirigido contra un antigeno altamente expresado en las células SW1222 de
cancer de colon. De esta manera, Lewis et al., describen una estrategia basada en IEDDA
para PET, que resultd en imagenes y relaciones tumor/musculo similares a las obtenidas
mediante una estrategia de marcacion clasica con %Cu o 8Zr pero reduciendo la dosis

absorbida entre 3 y 34 veces respectivamente.!4’

N OQ/LOH/\NA(O
W ) OH
O (0]
N\\(OH

N™ >N o
I I
~~

Figura 19. Derivado tetrazina sintetizado por Lewis et al.**

Por otro lado Weissleder et al., aplicaron la estrategia pre-dirigida para PET mediante el
disefio de macromoléculas de dextrano marcadas con *F y portadoras de una
[1,2,4,5]tetrazina. 14

En los dltimos 5 afios, en la busqueda de mejores rendimientos de reaccion, una variedad
de metodologias radio-sintéticas ha dado como resultado distintas [1,2,4,5]tetrazinas
marcadas con C y ®F (Figura 20).14%-1%
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Figura 20. Derivados tetrazina marcados con *8F y 11C. Rendimientos obtenidos: 1 (16%)%, 2 (78%)%3, 3
(25%)%52*, 4 (56%)%1, 5 (50%)*%, 6 (33%)%5, 7 (55%)*°. Los valores de rendimiento son corregidos por
decaimiento excepto para 3.

2.8.1.2Desarrollos con aplicacion en SPECT

El %°™Tc es el radionucleido mas utilizado en medicina nuclear, por lo que algunos grupos
se han enfocado en estudiar el potencial de la reaccion entre tetrazinas y TCO, como
herramienta de marcacion para imagenes SPECT.

En base a la experiencia previa de nuestro grupo en la marcacién de distintos anticuerpos
monoclonales con *MTc,1%6-161 se decide explorar la marcacion de anticuerpos de forma

pre-dirigida durante la realizacion de la presente tesis.

En este sentido, algunos trabajos incluyen la formacion de complejos de tecnecio
utilizando HYNIC.1%2183 En |a Figura 21 se muestra el derivado tetrazina desarrollado
posterior al inicio de esta tesis por Valliant et al.’®® Por otro lado se han usado otros
estados de oxidacion del Tc, por ejemplo, la marcacién a través de complejos de Tc(l)

[2+1] a partir de bipiridina e imidazol,'®* mediante la sintesis de un derivado tetrazina
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portador de un grupo imidazol (Figura 22).1*¢ Otra estrategia alternativa, implica la
formacion de un complejo de Tc(l) a través de un quelante tridentado basado en imidazol
(Figura 22)%
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Figura 21. Derivado tetrazina-HYNIC desarrollado por Vallliant et al. 263
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Figura 22. Formacion de Complejos de Tc utilizados en reaccion via IEDDA. Compuesto (1) complejo de
Tc(l) [2+1] a partir de bipiridina e imidazol ** y complejo (2) complejo de Tc(l) a través de un quelante
tridentado basado en imidazol.1%°

2.8.2 Desarrollo de agentes de terapia

El abordaje de esta estrategia con fines terapéuticos ha sido enfocado principalmente en
radioinmunoterapia pre-dirigida (PRIT, del inglés “pretargeted radioimmunotherapy) y

en un sistema de la liberacion de farmacos activado por IEDDA 53166

Inicialmente, Rossin and Robillard, demostraron el potencial de la radioinmunoterapia
pre-dirigida, mediante la marcacion de derivados tetrazina marcados con *’Lu a través
del quelante DOTA, optimizacion de la reactividad y estabilidad del TCO y el uso de una

estrategia de marcacion en tres pasos, que incluye la administracion de un agente
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secuestrante.'*8167-16% 'E| primer trabajo en valorar la eficacia de la PRIT fue realizado
por Zeglis et al., que describen el primer estudio longitudinal en un modelo de cancer de
pancreas murino. Para ello utilizaron un AcMo anti CA19.9 y un derivado tetrazina
marcado con *’’Lu, observando un efecto terapéutico dependiente de la dosis inyectada

de tetrazina radiomarcada.'’®

Recientemente Quinn et al., evaluaron el efecto terapéutico de la estrategia
radioinmunoterapia pre-dirigida, utilizando #*2Pb, un radiois6topo emisor de particulas o.
En dicho estudio, grupos que recibieron PRIT resultaron en disminucion del crecimiento
del tumor y efectos citotoxicos, asi como también un aumento de sobrevida, en
comparacidon con los grupos control y con el grupo que recibi6 el radioinmunoconjugado

previamente marcado.!’*
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3 Objetivo General

El objetivo general del presente proyecto consiste en desarrollar una estrategia de

marcacion de biomoléculas con °™Tc in vivo.

En este sentido, se estudiara la reaccion bio-ortogonal entre [1,2,4,5]tetrazinas y trans-
cicloocteno, como estrategia de marcacion de biomoléculas, utilizando el radionucleido

tecnecio-99m previamente incorporado a uno de los reactivos, [1,2,4,5]tetrazina.

Se planteara el desarrollo de derivados de [1,2,4,5]tetrazina adecuadamente sustituidos
para su marcacion con *™Tc y posterior evaluacion de la reaccion bio-ortogonal in vivo.
En este sentido se aplicard el enfoque pre-dirigido en la marcacion in vivo de

biomoléculas especificamente dirigidas a blancos moleculares

Por Gltimo se aspira evaluar el potencial de la estrategia desarrollada en el diagnédstico de

cancer.
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4 Capitulo |

4.1 Objetivos especificos

1-

Estudio de la reaccion bio-ortogonal entre derivados de [1,2,4,5]tetrazina y trans-
cicloocteno en la superficie de bacteriofagos presentadores de péptidos en
entornos biologicos de complejidad creciente.

Evaluar el uso de los bacteriéfagos como agentes de imagen mediante un abordaje
pre-dirigido.

Disefio y sintesis de un derivado de [1,2,4,5]tetrazina para su marcacion con %°™Tc
y su aplicacion en la marcacién de bacteriofagos presentadores de péptidos

mediante un abordaje pre-dirigido.
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4.2 Antecedentes y Fundamentos

Esta tesis doctoral se ha enfocado en el estudio de la reaccion de cicloadicion entre

[1,2,4,5]tetrazina y trans-cicloocteno (TCO) en la superficie de biomoléculas.

Como prueba de concepto, la biomolécula en estudio consistié en un bacteriéfago
filamentoso presentador de péptidos, seleccionado frente a Galectina-3 inmovilizada, a
partir de una biblioteca de “phage display” (f88-Cys6) por el grupo de la Prof. Susan
Deustcher de la Universidad de Missouri.”? El bacteri6fago elegido, G3-C12, reconoce
Galetina-3, una proteina de 30 KDa que presenta un dominio de reconocimiento y de
unidn a carbohidratos. Asi, el clon G3-C12 expresa una secuencia peptidica que reconoce

especificamente Galectina-3 con una afinidad de 70 nM.17

Como primera aproximacion a las reacciones bio-ortogonales, inicialmente se trabajo con
derivados comerciales de [1,2,4,5]tetrazinas portadores de fluoréforos y con un derivado
de TCO portador de un grupo cromoforo. La estrategia de marcacion pre-dirigida se
planted en base a los antecedentes disponibles en el comienzo del trabajo.*®"1"® Asi, se
propuso utilizar el TCO como primer etiqueta bio-ortogonal y el derivado tetrazina como
segunda etiqueta bio-ortogonal.

El sistema de estudio planteado, se seleccion6 en base a:

1) El clon de G3-C12, se puede describir como una macromolécula que expresa en
su superficie un estimado de 100-150 copias de secuencias peptidicas por virion,
fusionadas a la proteina de la capside VIII (cpVIII). La céapside del fago, que
contiene unas 3900 cpVIII, representan una gran superficie de aminoacidos. Se
planted la hipétesis de que al tratarse de una macromolécula, la conjugacion del
fago con la primera etiqueta bio-ortogonal no deberia afectar el reconocimiento
del mismo. Ademas, permitiria incorporar un mayor nimero de etiquetas por
virion.

2) Galectina 3 se expresa en una variedad de canceres, y su expresion se correlaciona
con procesos de transformacidén neoplasica y metastasis. Ademas, segin el
ligando, puede hallarse asociada a membrana o en el interior celular.t’

3) Exitencia de antecedentes del uso de bacteriofagos seleccionados por “phage
display” como herramientas de imagen.!”® Asi, como el uso de la secuencia
peptidica obtenida del clon G3-C12, como agente de imagen SPECT en un

modelo murino de cancer de mama.’®
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4.3 Resultados

4.3.1 Propagacion, purificacion y cuantificacion del fago G3-C12

Inicialmente, el trabajo se enfoco en generar un stock de particulas. Para ello se procedio
a propagar el clon con reconocimiento especifico por galectina-3 (G3-C12) y el vector de
expresion f88-fd, el cual se utiliza a lo largo de este capitulo como biomolécula control

por carecer de una secuencia peptidica en su superficie.

Ambos clones se propagaron mediante infeccion de la cepa E. coli K91BluKan. El
proceso de purificacion de los fagos propagados incluyé una primera etapa de
precipitacion con polietilenglicol, seguido de sucesivas etapas de ultra-centrifugacion.
Finalmente, los preparados fueron dializados en PBS a través de 3 ciclos de 24 horas y
cuantificados mediante espectrofotometria (269 nm), resultando en un stock de 7.7 x 10%3
V/mL?! de G3-C12 y 1.71 x 10 V/mL de f88-fd. La disolucién de G3-C12 obtenida
present6 una concentracion 5.85 x 10'? Ul/mL? durante el procedimiento de titulacion.
La secuencia de ADN correspondiente al péptido expresado en la superficie del fago fue
determinada por secuenciamiento de ADN en el “ADN core” de la Universidad de
Missouri. Dicho analisis confirm¢ la secuencia peptidica ANTPCGPYTHDCPVKR
correspondiente a la secuencia identificada previamente para G3-C12.17"

4.3.2 Conjugacion de bacteriofagos con NHS-TCO (UV-tracer™)

Inicialmente se estudié la conjugacion del grupo bio-ortogonal trans-cicloocteno al fago
a traves de los grupos amino terminal presentes en la proteina de la capside cpVIII. Para
ello se utiliz6 un derivado de TCO, disponible comercialmente, que porta un cromdforo
y estd activado con un agrupamiento N-hidroxisuccimidilo NHS-TCO (UV-tracerTM,
Figura 23). Dicho reactivo permitié cuantificar el namero de TCO incorporados por
molécula de fago, expresados como el porcentaje de cpVIII conjugada. Las condiciones
de conjugacion estudiadas se presentan en la tabla 2. Las reacciones de conjugacion
incluyeron excesos molares, 330:1, 1000:1, 4000:1 (NHS-TCO UV-tracerTM:mol
particulas virales). Los tiempos de reaccidn ensayados fueron de 2 h para las reacciones

con excesos molares de 330 y 1000, mientras que tiempos de 15 y 30 min fueron

LV/mL: viriones por mL.
2 UI/mL: unidades infectivas/mL



estudiados cuando se utilizo una relacion molar de 4000. Asi, cuando se utilizé un exceso
molar de 1000 veces de TCO y se incub0 2 h a temperatura ambiente, se obtuvo el mayor
nivel de conjugacion de unos 700 grupos de TCO/virion.

O
@)

Figura 23. Derivado TCO utilizado en la conjugacion de los bacteriéfagos.

Tabla 2. Condiciones de conjugacién estudiadas.

] % de
. . Exceso Tiempo de .
Condicion de ] Bacteridfago . proteina N° TCO
) N Etiqueta ] molar reaccion L
conjugacion conjugado . cpVIlIl Ivirion
TCO/fago (min) .
conjugada
1 Stock 1 G3-C12 1000:1 120 19% 700
1 Stock 1 f88-fd 1000:1 120 19% 680
2 Stock 2 G3-C12 330:1 120 11% 430
2 Stock 2 f88-fd 330:1 120 7% 270
3 Stock 3 G3-C12 4000:1 15 8% 310
3 Stock 3 f88-fd 4000:1 15 6% 230
4 Stock 4 G3-C12 4000:1 30 9% 350
4 Stock 4 f88-fd 4000:1 30 8% 300

4.3.3 Estudio de la reaccion bio-ortogonal in vitro

Seguidamente se procedio a verificar la reaccidn de cicloadicion en la superficie del fago,
utilizando un derivado tetrazina portador del fluor6foro Cy3 (Tz-Cy3, Figura 24). Para

ello, se trabaja con los conjugados obtenidos en las condiciones 1y 2 (Tabla 2).
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Figura 24. a) derivado tetrazina portador del fluor6foro Cy3 utilizado. b) Reaccién de cicloadicion en la
superficie de los bacteriofagos.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 25. En primer lugar, la sefial de
fluorescencia observada unicamente en los fagos conjugados con TCO, demuestra la
reaccion de cicloadicién entre los grupos TCO presentes en la superficie de los
bacteriofagos y el derivado Tz-Cy3, y no debido a una adsorcién inespecifica de la Tz-
Cy3 en la superficie de los mismos. En segundo lugar, se observd que la marcacion es
dependiente del grado de conjugacion del mismo, es decir, a mayor nimero de TCO por
virion, mayor es la intensidad de fluorescencia observada. En tercer lugar, el sistema de
purificacion utilizado para remover el derivado tetrazina no reaccionante, fue eficiente,
tal y como se observa en las bajas sefiales de fluorescencia presentadas en el control con

PBS, como en los fagos sin conjugar con TCO.
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Figura 25. Reaccién de cicloadicion in vitro en la superficie de los bacteriéfagos. G3C12 y f88-fd
conjugados con TCO (condicién de conjugacion 1y 2) y sin TCO reaccionan con derivado Tz-Cy3. La
intesidad de fluorescencia es deteminada posterior al sistema de purificacion.

Seguidamente a la confirmacidon de la reaccion in vitro en la superficie del fago, se decide
explorar la reaccion de cicloadicion inmovilizando G3-C12-TCO en un ensayo de tipo
ELISA; y asi evaluar la relacion molar de Tz-Cy3 necesaria para saturar los grupos de
TCO reactivos presentes en la superficie del fago. Un anticuerpo anti-fago adsorbido en
una placa de ELISA de 96 pocillos, permitid capturar el G3-C12-TCO (19 % cpVIII
conjugada), para que quede disponible para reaccionar con el derivado Tz-Cy3. Como se
muestra en la figura 26, se observa un aumento de la sefial fluorescente asociada a un
aumento de la concentracién de Tz-Cy3, alcanzando la saturacion a partir de un exceso
molar de 50:1. Lo que sugiere que posiblemente no todos los TCO incorporados estan
expuestos o reactivos para reaccionar con la segunda etiqueta bio-ortogonal. Ademas, este
experimento brindd evidencia de que los grupos de TCO permanecen reactivos cuando

se los expone a la presencia de seroalbumina bovina (BSA) 5 % durante al menos 2h.
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Figura 26. Estudio de la reaccion de cicloadicién sobre fago-TCO inmovilizado.



El siguiente paso, consistio en estudiar la reaccion de cicloadicion in vitro para
aproximarse a la estrategia pre-dirigida. Con esto en mente, se realizé un ensayo tipo
ELISA inmovilizando galectina-3, y permitiendo en un paso posterior el reconocimiento
especifico de G3-C12-TCO através de las secuencias peptidicas expresadas en el mismo.
Asi, se estudio la union de los fagos conjugados en las condiciones 1 (mayor grado de
conjugacion) y 3 (menor grado de conjugacion) de la tabla 2. Finalmente, la adicién del
derivado Tz-Cy3, permitié evaluar la estrategia de marcacion con sonda fluorescente a
través de medidas de fluorescencia. Los resultados obtenidos, revelaron marcacion
inespecifica cuando se utilizaron concentraciones de fago superiores a 1 x 108 V/mL y/o
conjugados con elevada proporcién de TCO. Una diferencia significativa se observé entre
G3-C12-TCO y f88-fd-TCO cuando se utilizd una concentracion de fagos de 1 x 108
V/mL y el stock de fagos con un 8% de cpVIII conjugada a TCO en la superficie (Figura
27).
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Figura 27. Ensayo de elisa frente a galectina-3. Stock 1y 3 de G3-C12 (19% y 8 % de cpVIII conjugada a
TCO, respectivamente). Stock 1y 3 de f88-fd (19% y 6 % de cpVIII conjugada a TCO, respectivamente).

4.3.4 Estudio de la reaccion bio-ortogonal in vitro en cultivo celular

Con el objetivo de estudiar la cicloadicion en un cultivo celular, se determino la expresion
de galectina-3 en distintas lineas celulares. Para ello se realizé la extraccion de proteinas
totales de las lineas celulares de cancer humanas BT474, MDA-MB-468, MDA-MB-435,
BT-549sense, BT-549parent, y las lineas celulares de cancer murino B16-F10 y B16-F1.
Debido al nivel de expresion de galectina-3 observado en dichas lineas (Figura 28), es
que se decide evaluar la reaccion bio-ortogonal en la linea MDA-MB-435.



Figura 28. Expresion de galectina-3 en distintas lineas celulares mediante Western Blot. Del carril 1-5
extractos proteicos de las lineas celulares humanas BT474, MDA-MB-468, MDA-MB-435, BT-549sense,
BT-549parent, respectivamente, y del 6-7 las lineas celulares de cancer murino B16-F10 y B16-F1.

Mediante microscopia confocal, se estudié el potencial de G3-C12 como agente de
imagen (Figura 29). Dos modalidades de marcacion fueron evaluadas sobre células vivas.
En Figura 27 A) se realiz6 una marcacion previa de G3-C12-TCO con Tz-Cy3 y posterior
incubacion con el cultivo celular durante 1 h. En Figura 29 B) se utiliz6 una estrategia
pre-dirigida, los fagos-TCO fueron incubados 1 h y luego de eliminar aquellos que no
permanecen interaccionando con las células, se realiza la reaccion bio-ortogonal con Tz-
Cya3. En la condiciones utilizadas el derivado Tz-Cy3 mostrd baja union inespecifica, tal
y como se observa en la figura 29 C). Cuando se utilizaron los fagos previamente
marcados con Cy3 (panel A) se observo una marcacion celular homogénea tanto cuando
se utilizé G3-C12 como en f88-fd, lo que sugiere un marcado inespecifico. Cuando se
utilizo la estrategia pre-dirigida, se observd una marcacion que sugiere estar asociada a la
presencia de G3C12-TCO a nivel celular, ya que si bien se observa una marcacion cuando
se utiliza f88-fd, es notablemente menor. En otras condiciones estudiadas, por ejemplo
con células fijadas en una primer etapa, se observa una retencion inespecifica de los

bacteriofagos (resultados no mostrados).
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Figura 29. Microscopia confocal de células MDA-MB-435. A) Células incubadas con fagos-TCO-TZ-Cy3,
en el panel superior se observa G3-C12 y en el panel inferior f88-fd. B) Fagos-TCO son incubados en una

primera etapa, seguido de una incubacidn con TZ-Cy3, en el panel superior se observa G3-C12 y en el
panel inferior f88-fd. C) G3-C12. En rojo -TZ-Cy3y en azul DAPI (para tefiir ndcleos).

Estos resultados, sugirieron un modesto reconocimiento de los bacteriéfagos dirigidos

especificamente por diana bioldgica en las condiciones evaluadas.
Por ello se plantearon que tres aspectos podian estar influyendo negativamente:

1) Un grado de conjugacion alto podria estar alterando el reconocimiento de la
secuencia peptidica. Considerando que el péptido expresado contiene una lisina,
una de las hipotesis supuso que altas relaciones molares podian llevar a la
conjugacion del TCO a través del grupo amino presente en la lisina del péptido y
como consecuencia perder reconocimiento por su blanco molecular.

2) La extension de la cadena del NHS-TCO (UV-tracer™) (Figura 21) podria estar
enmascarando o interfiriendo con las secuencias peptidicas, impidiendo la
interaccion con el blanco molecular.

3) La estrategia de marcacion con una sonda fluorescente, TZ-Cy3, no tiene

sensibilidad suficiente desde el punto de vista imagenoldgico.

Estas hipdtesis nos condujeron a estudiar un derivado TCO sin espaciador hidrofilico y
sin croméforo UV (NHS-TCO). Ademas, se estudio la conjugacion utilizando un exceso
molar de NHS-TCO por virién de 5:1, 15:1 y 30:1. Una vez obtenidos los conjugados, se

procedio a evaluar la reaccion de cicloadicion en la superficie de los bacetriofagos,



utilizando el mismo derivado tetrazina pero, en esta oportunidad, conjugado al fluoréforo
Cy5.

Seguidamente, se procedio a estudiar la reaccion en un ensayo de ELISA inmovilizando
Galectina-3. Sin embargo, no fue posible observar la marcacion especifica de G3-C12-
TCO, presentando una marcacion inespecifica o una alta sefial de fondo. En este sentido,
con el fin de hallar las condiciones adecuadas, se estudiaron: distintas disoluciones de
boqueo (BSA 5 %, albumina humana 5 %, PBS-tween (0.1 %), buffer de bloqueo
Rockland, leche libre de grasa al 5 %, medio de cultivo celular y gelatina de pescado);
distintos ciclos de lavados utilizando PBS-tween 0.1% o buffer Tris. Sin embargo, no fue

posible optimizar el ensayo.

4.3.5 Sintesis de derivado tetrazina portador de agente quelante para

marcacion con ?2"Tc

En el supuesto que la sensibilidad en la imagen del procedimiento por fluorescencia fuese
el responsable de los resultados negativos, el siguiente paso consistié en desarrollar un
derivado tetrazina portador de un agrupamiento quelante de *™Tc. El mismo se disefi6

pensando en la reaccion del bifuncional HYNIC con un derivado de [1,2,4,5]tetrazina.
4.3.5.1Sintesis de derivado tetrazina-HYNIC.

La metodologia sintética propuesta para la sintesis del primer derivado de
[1,2,4,5]tetrazina portador del ligando hidrazinopiridinilo se presenta en el esquema 14.
Para ello, inicialmente se trabajo en la sintesis de un derivado de HYNIC activado y con
la funcion hidracina protegida con un grupo trifluoroacetilo.’*®1%2 Posteriormente, a
través de una reaccion de amidacion utilizando una bencilamina derivada de una
[1,2,4,5]tetrazina 3-metil-sustituida, de origen comercial, se obtuvo el compuesto 1. Las
condiciones de reaccién estudiadas y los resultados obtenidos para la amidacion se
muestran en la Tabla 3. La baja solubilidad de los reactivos, Ilevd al uso de mezclas de
disolventes. Dos aminas terciarias fueron estudiadas para desprotonar el hidrocloruro, a
saber trietilamina (EtsN) y N,N-diisopropiletilamina (DIPEA). Las dos mejores
condiciones de reaccion, fueron aquellas en las que se utilizo DIPEA vy se purifico el
producto final mediante cromatografia utilizando alimina como fase estacionaria y
CH2CI2:MeOH (95:5) como fase mdvil (evitando el reparto previo de la mezcla de

reaccién con fase acuosa).
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Esquema 14. Ruta sintética realizada para la obtencién del derivado 1.
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Tabla 3. Condiciones estudiados para la obtencion de TZ-HYNIC-Tfa (1). En la tabla se muestra la relacion
molar de los reactivos y condiciones de calentamiento. 2 hidrocloruro de 4-(1,2,4,5-tetrazin-3-
ilfenil)metanamina: Metil-TZ-NHo. ° todas las condiciones se llevaron a cabo en atmésfera de N2 (g). € El
rendimiento obtenido luego del procesamiento de reaccion y purificacién del producto.

La elucidacion del producto obtenido se realizd mediante experimentos de *H RMN,
COSY, HSQC, HMBC, ¥C RMN Yy espectrometria de masas (EM). En la figura 30, se
observa el espectro de *H RMN.
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Figura 30. Espectro de 1H-RMN en DMSO-d6 del compuesto 1, procesado con software MestReNova. #
y # corresponden al disolvente no deuterado y agua respectivamente.

A continuacion y a modo de ejemplo se describiran las sefiales que condujeron a la

elucidacion estructural de 1. Analizando la figura 30, las sefiales que aparecen a mayor
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desplazamiento quimico (resonancia a campos magnéticos menores), sefial ancha a 9.40
ppm y sefial a 8.41 corresponden a H intercambiables, posiblemente al proton del NH de
la hidracina y al proton del NH de la amida. Las sefiales que siguen con mayor
desplazamiento quimico se corresponden con sefiales de grupos aromaticos. Asi, en dicha
region es posible distinguir los 3 protones del anillo de piridina He, Hr y Hg que aparecen
a 8.49, 7.91 y 6.75 ppm respectivamente, y las sefiales correspondiente a 4 protones del
grupo bencilo Hy:Hy Yy Hc:He (area de integracion = 2) que aparecen como dobletes a
8.43 y 7.58 ppm respectivamente. En el caso del anillo de piridina, el proton He en
posicién 2 del anillo, resulta en el protén mas desblindado (desplazamiento mayor). Esto
se debe principalmente al efecto resonante aceptor del N, que resulta en una deficiencia
de electrones en las posiciones 2, 4 y 6 del anillo y al efecto aceptor por efecto resonante
e inductivo que presenta el grupo amida. De forma opuesta, el Hg en la posicion 5 del
anillo, se encuentra bajo el efecto donor por resonancia del grupo hidrazina, lo que resulta
en la posicion con mayor blindaje, siendo ese proton el de menor desplazamiento. La
multiplicidad observada en Hgy Hs son del tipo doblete, como es de esperar en el acople
de protones vecinos. Por otro lado, las intensidades de las dos sefiales de dobletes 8.43 y
7.58 ppm correspondientes con los protones bencilicos Hy:Hp y He:He, presentando cada
sefial un area de integracion que equivale a 2 H. Las constantes de acoplamientos de
Hb:Hp Yy Hc:He tienen los valores de 8.4 y 7.6 Hz, respectivamente, lo que indica un
sistema aromatico con sustitucion 1,4 (sistema para-disustituido). Continuando con el
analisis, la sefial que sigue a menores desplazamiento 4.59 ppm en forma de doblete
(integracion = 2 H) corresponde a los hidrégenos bencilicos que se acoplan con el NH del
agrupamiento amida. Por otra parte, la sefial en forma de singulete a 2.99 ppm

(integracion = 3 H) corresponde a los hidrégenos del sustituyente metilo de la tetrazina.

El experimento de HSQC permite observar la correlacion de cada tipo de protén con su
correspondiente carbono en la molécula (correlacion H-C a un enlace de distancia). En el
espectro (Figura 31), se observan las sefialesde losC 1, 5, 6, 7, 8, 10, 13, 14 y 16 a valores
de & de 21.0, 127.8, 128.4, 42.5, 137.4, 106.5 y 147.7 ppm, respectivamente. Por otra
parte, el espectro HMBC (correlacion H-C a mas de un enlace) permitio identificar las
sefiales de C que no se encuentran unidos a un enlace con atomos de hidrégeno (Figura
32). A modo de ejemplo, las sefiales que corresponden a los carbonos de la tetrazina, a

130.5y 167.5 ppm, se determinan a través de los acoples con Hy:Hy' y Ha respectivamente.
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La caracterizacion mediante **C RMN del producto 1, permitié observar un acoplamiento
heteronuclear a un enlace (Fs-C-) entre °C y los atomos de °F del grupo trifluoroacetilo
(Figura 33). Asi, es posible visualizar una sefial como cuarteto a 113 ppm con una
constante de acoplamiento, J, de 297 Hz (acoplamiento a un enlace) similar a lo
observado en trabajos previos.!’® Este acoplamiento se explica, debido a que el flGor
natural, 1°F, presenta una abundancia isotdpica del 100 %. Asi, con un nimero cuantico
de espin | = % produce acoplamiento con el 3C. De esta forma, es posible verificar la

presencia de flior en la molécula mediante la RMN de Carbono-13.
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Figura 31. Experimento heteronuclear HSQC para compuesto 1 en DMSO-d6.
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Figura 32. Experimento heteronuclear HMBC para compuesto 1 en DMSO-d6.
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Figura 33. Espectro de **C-RMN en DMSO-ds del compuesto 1. Insertado a la izquierda y arriba: se
observa la region del espectro que confirma la presencia de &tomos de F en la molécula.
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Finalmente, en el experimento de espectrometria de masas con el método de ionizacion
por Electrospray (IES-EM) se observd un fragmento de relacion m/z de 433.12 que
corresponde al i6n molecular protonado (M+H)* (Figura 34).
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Figura 34. Espectro de masas (IES) del compuesto 1.

4.3.6 Marcacion con ?°"Tc

La marcacion del compuesto 1 con **™Tc se realizé utilizando SnCl, como agente
reductor y tricina como coligando.?®®* Distintas condiciones de marcacion fueron
estudiadas para alcanzar rendimientos de marcacion elevados, las mismas se presentan en
latabla 4. En todas las condiciones ensayadas se observo una pureza radioquimica (PRQ)
mayor del 90 %. Tanto a 25 °C como a 37 °C se obtuvieron marcaciones superiores al 95
%, sin embargo la temperatura de 37 °C, permitio tiempos de reaccién menores. En la

figura 35 se presenta el perfil de HPLC observado para la marcacion del compuesto.

Durante el proceso de marcacion el grupo protector trifluoroacetilo se pierde,*® lo que
permite dejar disponible el agrupamiento hidracina para la coordinacion con el
radiometal. Siendo el producto final radiomarcado un derivado de 1 desprotegido (1d).

Tabla 4. Efecto de la temperatura y tiempo de reaccion en la eficiencia de la marcacion del compuesto 1,
utilizando tricina como coligando (n=4). 2 PRQ: pureza radioquimica

Temperatura (°C) Tiempo de reaccion (min) % PRQ?

25 60 97 +2
25 30 92+1
37 30 97 +2
37 15 9% +1
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Figura 35. Analisis de HPLC de fase reversa de la reaccion de marcacion con *™Tc¢ del compuesto 1
utilizando tricina como coligando. Se muestra, arriba la deteccién a 280 nm (tiempo de retencion 17.3 min)
y abajo la deteccion gamma (tiempo de retencion 15.3 min).

4.3.7 Reaccion bio-ortogonal in vitro utilizando 1d-**"Tc

Una vez obtenido el derivado tetrazina radiomarcado con *"Tc, el siguiente paso
consistio en evaluar la reaccion de cicloadicion en la superficie del fago. Para ello, se
realizé un experimento tipo “Dot-Blot”, en el cual inicialmente el fago es adsorbido en
una membrana de Polivinildifluoruro (PVDF) y en una segunda etapa es incubado con
una disolucion de 1d-**"Tc de forma de reaccionar con los TCO presentes en la superficie
de los fagos. Asi, se estudio la cicloadicion sobre G3-C12-TCO vy se utilizé G3-C12 no
conjugado como control negativo de la reaccion. Finalmente, luego de eliminar el exceso
de radiomarcado que no reacciona, se adquiere una imagen de la membrana. En la figura
36 es posible confirmar el éxito de la reaccién bio-ortogonal con el derivado
[1,2,4,5]tetrazina portador del quelante HYNIC marcado con *°™Tc, mediante la reaccion
con los fagos conjugados con TCO. Ademas, no se observa marcacién inespecifica del

fago sin conjugar.
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Figura 36. Estudio de la reaccion bio-ortogonal con el derivado 1d-*"Tc, en la superficie de G3-C12
mediante ensayo de Dot-Blot.

4.3.8 Reaccion bio-ortogonal in vitro en cultivo celular utilizando utilizando
1d-"Tc

El siguiente paso, consistio en estudiar la reaccion bio-ortogonal con el derivado
radiomarcado, a nivel de un cultivo celular. Para ello, al igual que previamente, se utiliz6
la linea celular MDA-MB-435. Con el fin de aproximarse a una estrategia pre-dirigida,
los fagos (G3-C12-TCO, f88-fd-TCO, G3-C12 y f88-fd) fueron incubados con las células
durante 1 h, para su interaccion con el blanco molecular. Seguidamente, luego de eliminar
las moléculas no unidas a la diana molecular, se adicion6 el derivado 1d-2°"Tc. Asi, luego
de 30 minutos de reaccion, se elimind el exceso de reactivos y se lavé el cultivo, para

finalmente medir la radioactividad en cuentas por minuto.

Debido a la elevada, expresion de galectina-3 en la células MDA-MB-435 observada en
el experimento de Western Blot, se esperaria un marcado superior cuando se utiliza G3-
C12-TCO respecto de f88-fd-TCO. Sin embargo, los resultados obtenidos (Figura 37) no
revelan una diferencia significativa entre los distintos sistemas estudiados. La diferencia
de sefial observada entre G3-C12-TCO y G3-C12, control positivo y control negativo,
respectivamente, podria atribuirse entonces, a la union inespecifica de los bacteri6fagos,

que al estar conjugados con TCO, resultan en un aumento de las cuentas.
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Figura 37. Estudio de la reaccion bio-ortogonal en un cultivo celular MDA-MB-435, utilizando 1d-*"Tc
y los fagos G3-C12-TCO, f88-fd-TCO, G3-C12 y f88-fd con un abordaje pre-dirigido.
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4.4 Discusion y conclusiones

El desarrollo de nuevos agentes de imagen basados en la reaccion bio-ortogonal entre
derivados de [1,2,4,5]tetrazinay TCO, abri6 un abanico de posibilidades a ser exploradas.
Al momento del comienzo del trabajo experimental que se describe en este capitulo,
emergian los primeros trabajos basados en esta quimica, principalmente enfocados en
demostrar las propiedades bio-ortogonales de la reaccion y al mismo tiempo demostrar
su potencial aplicacion en estrategias pre-dirigidas. La naturaleza modular de la estrategia
pre-dirigida, planted en esta tesis una variedad de combinaciones posibles a explorar.
Hasta ese momento, el grupo de radionucleidos utilizados para marcar alguna de las dos
etiquetas bio-ortogonales en cuestion, se limitaba al *1tIn, 1" Lu, 84Cu y 18F 137.147.173,179,180
Sin embargo, el ®°™Tc, el radionucleido de mayor uso en medicina nuclear, atin no habia
sido explorado. Por tal motivo, es que se decide abordar la tematica a traves de la
marcacion de alguno de los componentes de la reaccion bio-ortogonal con dicho

radionucleido.

Lo siguiente fue seleccionar el sistema biologico que permitiera implementar la estrategia
pre-dirigida con el proposito de verificar que la misma fuese susceptible de ser aplicada,
mediante el uso de reacciones bio-ortogonales, en el disefio de agentes de imagen. En este
sentido, la molécula con reconocimiento especifico que se eligié consistié en un
bacteriofago que presenta en su superficie varias copias de una secuencia peptidica que
reconoce con alta afinidad la glicoproteina galectina-3 de relevancia en las células
tumorales. El bacteriéfago fue seleccionado previamente a partir de una biblioteca de
fagos, por presentacion de la secuencia peptidica ANTPCGPYTHDCPVKR fusionada a
las proteinas de la capside. En principio, al ser particulas multivalentes, se esperaria una
mayor avidez por el objetivo deseado en comparacién con los anticuerpos, que son
bivalentes. Ademas, poseen la ventaja de conjugarlos facilmente a través de sus proteinas
de revestimiento (cp, del inglés coat protein), lo que permitiria la incorporacién de

maultiples sondas por cada virion.

Trabajos previos, del grupo y de otros autores, han explorado el potencial de los fagos
como agentes de imagen, principalmente con dos objetivos, el uso de los mismos como
agentes portadoras de sondas especificamente dirigidas a blancos moleculares o como

herramienta para la seleccion de fagos in vivo.!7>18-184
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Duarante este trabajo de doctorado inicialmente el trabajo se enfocd en generar un stock
de particulas suficiente para los experimentos futuros. En este sentido, fue posible
propagar con éxito los dos clones de fagos con los que se trabajé. Los mismos fueron
obtenidos en gran cantidad, 1.5 mL con una concentracion de 7.7 x 10® V/mL en el caso
de G3-C12 y 1.71 x 10** V/mL en el caso de f88-fd. Ademas, a través de la titulacion se
confirmé la viabilidad de los mismos. Seguidamente, se abordd la estrategia de
conjugacion con la primera etiqueta bio-ortogonal. La eleccion de la primera etiqueta se
baso en el trabajo pionero de Rossin y Robillard que demostraron que un 75 % de CC49-
TCO permanece reactivo luego de 24 h en circulacion en sangre, lo que nos impulsé a

conjugar los bacteri6fagos con el grupo quimico TCO.1%

Lo siguiente fue decidir, que grado de conjugacion era conveniente para las particulas
virales. En este sentido, Weissleder et al., describieron que con una relacién de 700
fluéroforos por cada particula de fago, se obtiene una sefial 6ptima (fluorescencia vs
“quenching”) para experimentos in vivo.'¥2 Ademas, se han descrito reacciones de
biotinilizacion de fagos con relaciones molares 1000:1.*®* En el presente trabajo se
exploraron excesos molares de 330, 1000 y 4000 de NHS-TCO (UV-tracer™) respecto
de las particulas virales, asi como también tiempos de reaccion de 15, 30 y 60 minutos.
Gracias a la presencia del grupo croméforo fue posible determinar el nimero de grupos
incorporados, obteniéndose un rango de conjugacion en 200-700 TCO por virion,

dependiendo de la condicion.

Sin embargo, cuando se evalud la reaccion bio-ortogonal, permitiendo en un primer paso
el reconocimiento especifico del fago G3-C12-TCO por su blanco molecular galectina-3,
y en un segundo paso la cicloadicién con el derivado fluorescente de tetrazina TZ-Cy3,
se observé marcacion inespecifica cuando se utilizaron concentraciones de fago
superiores a 1 x 10® V/mL o conjugados con elevada proporcion de TCO. Resultados
similares se observo cuando se evalud la reaccion en un cultivo celular de células MDA-
MB-435, pero a diferencia del ensayo de tipo ELISA, fue el stock con mayor grado de
conjugacion el que permitié observar cierto grado de marcacion a nivel celular. Si bien,
dicho experimento evidencio la viabilidad de la reaccion bio-ortogonal, los resultados
sugieren pérdida de reconocimiento por su diana molecular, lo que lleva a un nimero de
particulas muy bajo luego de los lavados. Por otro lado, al aumentar la concentracion de
los fagos se observo un aumento de la sefial inespecifica, ya sea cuando se incuban los

fagos previamente marcados, o cuando se utiliza la estrategia en dos pasos.
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Dichos resultados llevaron a simplificar el sistema, utilizando un derivado de TCO de
menor tamafio y en menor cantidad, de forma de no afectar la capacidad de
reconocimiento del péptido presentado en el fago. Por otro lado, se desarroll6 un derivado
de [1,2,4,5]tetrazina sustituido adecuadamente para su marcacion con **™Tc, a través de
la reaccion con el agente bifuncional HYNIC. La eleccion del mismo se basé en que
permite marcaciones con elevadas purezas radioquimicas y especialmente en condiciones
de reaccion suave. Ademas, la experiencia previa con que contaba el grupo en la sintesis
de distintos anadlogos de HYNIC permitia distintas opciones a la hora de abordar la

estrategia sintética.

De esta forma, fue posible la sintesis de un derivado de tetrazina portador de una
subestructura coordinante derivada de HYNIC, con su grupo hidrazino protegido
mediante un triflurometilcarbonilo, que segin los trabajos de Blower et al. 518518 y
como posteriormente lo comprob6 nuestro grupo,® permite la marcacion con *™Tc sin
necesidad de exposicion previa del grupo quelante. Distintas condiciones de marcacion
fueron estudiadas para el derivado obtenido, todas ellas con elevadas purezas
radioquimicas, incluso superiores al obtenido para un derivado similar marcado con *°"Tc
via HYNIC.163

Seguidamente, se evaluo el proceso de marcacién analizando si el derivado de tetrazina
aun conservaba la reactividad y era posible que reaccionase con el TCO en la superficie
de los fagos. Asi, fue posible la marcacion de los fagos, previamente inmovilizados,
mediante la reaccion de cicloadicion entre la tetrazina y el TCO.

Sin embargo, el abordaje de la estrategia pre-dirigida en un cultivo celular no condujo a
resultados alentadores, descartando la hipétesis que sea un problema de sensibilidad, o

pérdida de reconocimiento por elevada presencia de grupos TCO en la superficie
En suma,

- Se comprobo la reaccién de cicloadicion en la superficie de los bacteriofagos a
través de la reaccién bio-ortogonal entre [1,2,4,5]tetrazinay TCO.

- No fue posible hallar las condiciones adecuadas para la marcacion de los mismos
en entornos bioldgicos, de forma reproducible, utilizando una estrategia
predirigida.

- Sedisefid y sintetizd el primer derivado [1,2,4,5]tetrazina portador de un quelante

para MTc.

20



- Se logr6 una marcacion eficiente del derivado de [1,2,4,5]tetrazina con %MTc.
- Se comprobd la reaccién de cicloadicion entre un derivado TCO y una
[1,2,4,5]tetrazina radiomarcada con *°™Tc en la superficie de una biomolécula.
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4.5 Materiales y metodologias

A continuacion se describen reactivos y materiales utilizados:

Nitrogeno gaseoso de alta pureza (AGA); tricina, SnCl,, DMSO, trietilamina, N,N-
diisopropiletilamina, H-O MilliQ; NaCl; EtOH (BioPak), HCI (36,5-38,0%) (Merck),
MeOH calidad HPLC (Merck), ITLC-SG (Pall Corporation), generador **Mo-%*"Tc
(TecnoNuclear). Todos los disolventes utilizados para sintesis orgéanica fueron
previamente destilados (diclorometano, metanol, acetona). Las cromatografias en capa

fina, TLC, fueron realizadas utilizando como soporte alumina (MERCK).
Se emplearon los siguientes equipos:

Microscopio Leica TCP SP8 MP. Sistemas de Iméagenes In-Vivo MS FX PRO. Personal
Molecular Imager ™ (PMI™) System - Bio-Rad.

4.5.1 Produccion de stocks de los clones G3-C12 y f88-fd.

Los clones fueron seleccionados y cedidos por el grupo de la Prof. Susan Deustcher a
partir de la biblioteca generada por el Prof. George Smith, ambos de la Universidad de

Missouri.

4.5.1.1Propagacion de los clones G3-C12 y f88-fd.

Se inocul6 10 mL de medio NYZ conteniendo 50 pg/mL kanamicina, con las bacterias
E. coli (cepa K91 BluKan) y se mantuvieron en un agitador orbital a 37 °C durante 24 h.
Seguidamente se realizd un nuevo cultivo de E. coli sembrando 100 pL del cultivo
iniciado la noche anterior en 6 mL de medio LB con 6 pL de kanamicina (50 pg/mL) y
se crecid a 37 °C durante 4 h. En una placa de 96 pocillos se colocé 20 uL de TBS gelatina
en dos de las filas (2 x 12). Se realizaron diluciones seriadas (1/10) a lo largo de la fila
por duplicado, iniciando con 22 uL de la biblioteca de fagos. Una vez realizadas las
diluciones seriadas, se adicionaron 20 pL del cultivo de E.coli de 4 h y se incuba durante
10 min a temperatura ambiente para que ocurra la infeccion. Finalmente se adicionaron
200 pL de medio NYZ (0.2 ug/mL de tetraciclina), seguido de una incubacién de 40 min
a 37 °C en oscuridad. Los controles negativos no incluyeron la adicion de clones. Una
vez transcurrido el periodo de incubacion, 20 pL de cada pocillo son sembrados en una
placa de titulacion con grilla (conteniendo NZY agar con 100 pg/mL de kanamicina y 40
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pg/mL de tetraciclina). Se permite secar las gotas sembradas a temperatura ambiente y se
incuba a 37 °C de forma invertida durante toda la noche. Al dia siguiente, 1 L de medio
NYZ es inoculado con una Unica colonia de la placa de titulacion y se incuba para su

propagacion durante toda la noche, a 37 °C en agitacion vigorosa.

4.5.1.2Purificacion

Luego de la propagacion de los clones, se procede a purificar los mismos del cultivo. Para
ello, el cultivo es fraccionado en 4 tubos de centrifuga de 250 mL y centrifugado a 4.000
rpm durante 20 min a 4 °C. Seguidamente, el sobrenadante es transferido a nuevos tubos
de 250 mL y centrifugado nuevamente a 8.000 rpm durante 20 min. Se retira el
sobrenadante de los 4 tubos, se mezclan y se vuelven a fraccionar en 5 tubos de 250 mL.
Los 5 tubos de sobrenadante son adicionados con 45 mL de una disolucion de
polietilenglicol/NaCl (16.7% PEG 8000/3.3 M), se mezcla mediante maultiples
inversiones y almacena a 4 °C durante 24 h para su precipitacion. Finalmente, los fagos
son centrifugados a 15.000 rpm durante 15 min. Se descarta el sobrenadante y el pellet es
resuspendido en 10 mL de PBS 1X, se centrifuga durante 10 min a 12.000 rpm, se
transfiere el sobrenadante, se adiciona un 15 % de volumen de disolucion de
polietilenglicol/NaCl y se vuelve a centrifugar el precipitado durante 15 min a 12.000
rpm. Finalmente, se retira el sobrenadante y se resuspende el pellet con 1 mL de PBS

mediante una agitacion lenta.

4.5.1.3 Cuantificacion y titulacion

La concentracion de ambos stocks fue realizada mediante espectrofotometria. Para ello,
se realiz6 una dilucion 1/50 de cada stock en PBS (1X, pH 7.5). Se agit6 con vortex y se
realizd un espectro de barrido midiendo la absorbancia desde los 240 nm a los 350 nm.
Finalmente, la concentracion en viriones/mL (V/mL) se determin6 mediante Azsg Y Az2o,

considerando 9312 bases por virién, y utilizando la siguiente ecuacion:

(A, — A, )(factor de dilucion) (6 x10'°)

Viriones/mL = - —
numero de bases/virion

El nimero de unidades infectivas/mL (Ul/mL) fue determinado mediante un ensayo de
titulacion de las disoluciones previamente obtenidas. Para ello, se inoculé 10 mL de

medio NYZ conteniendo 50 pg/mL kanamicina, con las bacterias E. coli (cepa K91
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BluKan) y se mantuvieron en un agitador orbital a 37 °C durante 24 h. Seguidamente se
realiz6 un nuevo cultivo de E. coli sembrando 100 pL del cultivo iniciado la noche
anterior en 6 mL de medio LB con 6 pL de kanamicina (50 pg/mL) y se pusieron a crecer
a 37 °C durante 4 h. En una placa de 96 pocillos se coloco 20 uL de TBS gelatina en dos
de las filas (2x12). Se realizaron diluciones seriadas (1/10) a lo largo de la fila por
duplicado, iniciando con 22 pL de la biblioteca de fagos. Una vez realizadas las diluciones
seriadas, se adicionaron 20 pL del cultivo de E. coli de 4 h y se incuba durante 10 min a
temperatura ambiente para que ocurra la infeccion. Finalmente se adicionaron 200 pL de
medio NYZ (0.2 pg/mL de tetraciclina), sequido de una incubacién de 40 min a 37 °C en
oscuridad. Los controles negativos no incluyeron la adicion de clones. Una vez
transcurrido el periodo de incubacién, una gota (20 pL) de cada pocillo son sembrados
en una placa de titulacion con grilla (conteniendo NZY agar con 100 pg/mL de
kanamicina y 40 pg/mL de tetraciclina). Se permite secar las gotas sembradas a
temperatura ambiente y se incuba a 37 °C de forma invertida durante toda la noche. Al
dia siguiente se realizo el conteo del nimero de colonias en 20 UL y se calcul6 el niUmero

de unidades infectivas de acuerdo a la siguiente férmula:

(N° colonias/0.02 mL) x 0.024 mL x factor dilucién
0.002 mL

Unidades infectivaymL =

4.5.1.4Extraccion de ADN y secuenciamiento de ADN

En paralelo al cultivo de propagacién de 1L, se inoculan 3 mL de medio NYZ (0.2 pg/mL
de tetraciclina) con una unica colonia de la placa de titulacion. Luego de 24 h, el cultivo
fue centrifugado a 12000 rpm durante 15 min a 4 °C hasta la formacion del pellet, el
sobrenadante fue descartado. Posteriormente, el ADN de los bacteriéfagos fue extraido
utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep Kit de Qiagen. La muestra a secuenciar se
prepar6 de manera de obtener una concentracion de ADN de 1000 ng en un volumen final
de 16 uL, con el agregado de la secuencia “primer” a una concentracion de 20 pmol (5'-
CGACTCTTGTTCCTATGCTA-3, +). La secuenciacion se realizo en el “DNA core”
de la Universidad de Missouri.
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4.5.2 Conjugacion bacteriéfago-TCO

4.5.2.1Conjugacioén con NHS-TCO (UV-tracer™)

Para la conjugacion de los bacteridfagos en estudio, 2 mg de NHS-TCO (UV-tracer™,
1015.15 g/mol, Click Chemistry Tools) se disolvieron en 200 uL de DMSO seco y
adicionaron en exceso molar a una disolucion de G3-C12 o f88-fd (concentracion final 1
x 10" V/mL en PBS pH 7.4). Las distintas relaciones molares utilizadas (4000:1, 1000:1,
330:1) se calcularon a partir del namero de moles de particulas de fago presentes en el
tubo de reaccion. Luego de incubar la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion lenta, se agregaron 400 uL de etanolamina (3 M) para detener la reaccién, de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. El exceso de NHS-TCO que no reacciond
fue eliminado mediante columna de exclusion molecular, seguido de dialisis en PBS a 4
°C (3 ciclos de 24 h, 1L por mL de muestra en Slide-A-Lyzer 10K MWCO, Thermo).
Finalmente, la concentracion en V/mL se determina mediante Azsg Y As2o, considerando

9312 bases por viridn, y utilizando la siguiente ecuacion:

(A = Aszo) - 6x10™°

namero de bases/virion

Viriones/mL =

El porcentaje de conjugacion del UV-tracer™TCO-NHS se calculd en base a las proteinas
de la cépside totales. La absorbancia a 350 nM, permiti6é calcular la molaridad UV-
tracer™TCO-NHS en la disolucion de conjugado purificado (esso = 19500 Mtecm™). A
partir de la concentracion de fagos en V/mL (Aze9 ¥ Asz), se calculd la molaridad de
particulas virales en dicho volumen, y por ultimo se calcul6 la molaridad de cpVIII
considerando 3900 cpVIlI/virion. Finalmente se calculé el porcentaje de cpVIII

conjugada con TCO.
4.5.2.2 Conjugacion con NHS-TCO

Para la conjugacion de los bacteri6fagos en estudio, 2 mg de NHS-TCO (267.30 g/mol,
ConjuProbe) se disolvieron en 200 puL de DMSO seco y adicionaron en exceso molar a
una disolucion de G3-C12 o f88-fd (concentracion final 1 x 10'* VV/mL en PBS pH 7.4).
Las distintas relaciones molares que fueron utilizadas (30:1, 15:1, 5:1) se calcularon a
partir del nimero de moles de particulas de fago presentes en 1 mL. Luego de incubar la
mezcla durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion lenta, los fagos conjugados se

purificaron, mediante columna de exclusion molecular, seguido de dialisis en PBS a 4 °C
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(3 ciclos de 24 h, 1L por mL de muestra en Slide-A-Lyzer 10K MWCO, Thermo).
Finalmente, la concentracion en V/mL se determina mediante Azeg Y As2o, considerando

9312 bases por viridn, y utilizando la siguiente ecuacion:

(Ao = Aszo) - 6x10°°

numero de bases/virion

Viriones/mL =

4.5.3 Reaccion bio-ortogonal en la superficie del bacteri6fago

La reaccion de cicloadicion fue realizada en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Para ello, en
tubos de 1.5 mL se ponen a reaccionar 1 mL de 1 x 102 V/mL de los distintos clones
conjugados (G3-C12-TCO 19% cpvii, G3-C12-TCO gy cpvi, 188-fd-TCO 19% cpvini, f88-fd-
TCO 6% cpvii, G3-C12, 88-fd) con el derivado comercial metil-tetrazina-Cy3 (Click
chemistry Tools, Aexc=553/ Aem=566) en una relacion molar 10:1 respecto de la molaridad
de viriones. Las mezclas se incuban durante 120 min, en agitacion lenta y en oscuridad.
El resto de TZ-Cy3 no reaccionante se elimina mediante cromatografia de exclusion
molecular (Zeba spin desalting column, 7000 MWCO). Como control del sistema de
purificacion se incluye un tubo de reaccion conteniendo PBS + TZ-Cy3. Finalmente,
alicuotas de 100 uL son transferidos a una placa de 96 pocillos y se mide la intensidad de

fluorescencia.
4.5.4 Reaccion bio-ortogonal “in vitro” sobre bacteriéfago inmovilizado

En una placa de ELISA (High Binding Nunclon) se incuban 100 uL por pocillo de una
disolucion de anticuerpo anti-fago (10 ug/mL en buffer bicarbonato 0.1 M, pH 9.5),
durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se elimina la disolucion y se lava dos veces
con PBS-tween 0.1 %. Se bloguea con 400 uL de BSA al 5% durante 2 h a temperatura
ambiente. Seguidamente, se incuba durante 1h con una disolucién de G3-C12-TCO stock
1 en una concentracion de 1 x 10*2 V/mL, por triplicado, y se lava 3 veces con PBS-tween
0.1 %. Finalmente, se incuba con concentraciones crecientes de TZ-Cy3, utilizando las
siguientes relaciones molares 1:1, 10:1, 20:1, 50:1, 100:1, 150:1 (TZ-Cy3:viriones).
Luego de 1 h de reaccion a temperatura ambiente, se elimina la TZ-Cy3 que no reacciona,
se lava 3 veces con PBS-tween 0.1 % y se mide intensidad de fluorescencia (552/570

nm).
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4.5.5 Reaccion bio-ortogonal “in vitro” sobre bacteriéfago pre-dirigido

En una placa de ELISA (High Binding Nunclon) se incuban 100 pL de una disolucién de
galectina-3 (5 png/mL en buffer bicarbonato 0.1 M, pH 9.5) por pocillo, durante toda la
noche a 4 °C. Posteriormente, se elimina la solucion y se lava una vez con PBS-tween 0.1
%. Se bloguea con 300 puL de BSA al 5% durante 2 h a temperatura ambiente.
Seguidamente, se incuba durante 1 h con las disoluciones de fago-TCO (G3-C12-TCO
stock 1, G3-C12-TCO stock 3, f88-fd-TCO stock 1, f88-fd-TCO stock 3) en una
concentracion de 1 x 108 VV/mL, por triplicado, y se lava 2 veces con PBS-tween 0.1 %.
Finalmente, se incuba durante 60 min con Tz-Cy3 en una relacion molar 10:1 respecto de
la molaridad de viriones. Se elimina la Tz-Cy3 que no reacciona, se lava 2 veces con
PBS-tween 0.1 % y se mide intensidad de fluorescencia (552/570 nm). Los pocillos

blanco, no se les adiciona fago-TCO.

4.5.6 Ensayo de Western Blot

4.5.6.1Cultivo celular y preparacion de muestras

Las lineas de cancer de mama BT549parent and BT549¢ense (transfectada con cADN que

codifica galectina-3) fue cedida por la Prof. Susan Deustcher.

Se realiz6 un cultivo celular de las siguientes lineas celulares MDA-MB-468, MDA-MB-
435, BT549arent, BT549sense, BT474, B16F1, B16F10. Todas las lineas fueron cultivadas
en medio RPMI (glutamina 4 mM, 10% SFB, gentamicina 0.25 mg/mL), excepto
BT549sense donde se utiliza RPMI (glutamina 4 mM, 10% SFB, gentamicina 0.25 mg/mL,
aminoacido no esenciales, geneticina 100 ug/mL). Para la preparacién de las muestras se
realizaron cultivos de hasta un 80 % de confluencia. Luego de aspirar el medio, las células
son lavadas con PBS 1X y se levantan con un raspador celular. Seguidamente las muestras
son transferidas a un tubo de 1.5 mL y sonicadas (10 x 1 seg, en frio). Los extractos son
conservados a -20 °C. Las proteinas totales se cuantificaron mediante “Bio-Rad protein

assay” de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
4.5.6.2Electroforesis y transferencia de proteinas

Alicuotas de 500 pL de los distintos extractos (1 pg/uL, 2-mercaptoetano (1/6 v:v)) son

calentadas durante 10 min a 90-95 °C. Seguidamente 20 ug de cada muestra son
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sembradas en un gel de poliacrilamida-SDS al 12 % (Novex, NUPAGE Bis-Tris Mini
Gels) y separadas mediante electroforesis utilizando un buffer de corrida MOPS SDS
NUPAGE®. El gel se resolvio en 2 h a 100 V. Seguidamente los geles son transferidos a
una membrana de nitrocelulosa mediante buffer de transferencia Tris-glicina-metanol (48
mM Tris, 30 mM glicina, 20 % metanol). La transferencia se efectu6 a 25 V, durante 2.5
h.

4.5.6.3 Inmunodeteccion

Para la inmunodeteccidn, la membrana fue bloqueada con leche 5 % (leche en polvo libre
de grasa en TBS?). Se incubd el anticuerpo primario anti-galectina 3 (Invitrogen) en una
dilucion 1:1000, a 4 °C durante la noche. Seguidamente, se lavd la membrana y se
adiciono el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de rata conjugado a HRP* (0.1
ug/uL). La deteccion se realizO mediante quimioluminiscencia con el sustrato

Supersignal™ de ThermoScientific.
4.5.7 Microscopia confocal

El estudio de la reaccion de cicloadicion en un cultivo celular, aproximéndonos a una
estrategia pre-dirigida con los fagos G3-C12-TCO, se realizd en células MDA-MB-435
y se evalué mediante microscopia confocal. El protocolo en comun consistio en plaquear
la células 24 h previas al experimento, una etapa de fijacion o lavado del cultivo, etapa
de bloqueo, etapa de incubacion con las muestras de fagos (1x10'? V/mL), etapa lavado,
adicion del segundo componente bioortogonal (Tz-Cy3), y una Gltima etapa de lavado o
fijacién de células segun corresponda. Como controles, se utilizo f88-fd-TCO y f88-fd,
asi como también un experimento en paralelo con los fagos previamente marcado con Tz-
Cy3 y purificados por columna de exclusion molecular (Zeba). El disefio de la placa y las
condiciones estudiadas se presentan en la figura 38 y en la tabla 5. Finalmente, todos los
cultivos fueron preparados con medio de montaje con DAPI (VectaShield H-1500) y

analizados en un microscopio confocal Leica.

3 Solucion TBS: Tris 50 mM, 15 mM NacCl.
4 HRP: Horseradish Peroxidase.
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G3-C12-TCO G3-C12-TCO
Stock 1 Stock 3
Controles 188-4d-TCO BBATCO
Stock 1 Stock 3 G3-C12 cy3
Control Control Control
G3C12-cy3 || G3-c12-cya 88-fd-Cy3 fasfi'f‘tgﬂ
Stock 3 Stock 1 oc
Stock 1 Control Control

Figura 38. La reaccion de bio-ortogonal se estudié en células MDA-MB-435. Para ello se incubaron en un
primer paso con G3-C12-TCO (stock 1y 3, 19% y 8 % de cpVIII conjugada a TCO, respectivamente) y en
un segundo paso con Tz-Cy3. Como control se utilizaron los stock 1y 3 de f88-fd (19% y 6 % de cpVIII
conjugada a TCO, respectivamente), G3-C12, Tz-Cy3, asi como los stock 1 y 3 G3-C12 y f88-fd
previamente marcados con Tz-Cy3.

Tabla 5. Condiciones estudiadas para evaluar la reaccién bioortogonal en cultivo celular mediante

microscopia Gptica confocal.

Etapas Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4
Cultivo Fijacion, 4%  Fijacion, 4% Células vivas Células vivas
formaldehido formaldehido
Bloqueo buffer Rockland buffer Rockland Medio de cultivo Medio de cultivo
(10% SFB) (10% SFB)
Muestras fagos 100 pL, fagos 100 pL, fagos 100 pL, fagos 100 pL,
(1° etiqueta, | 1x10? V/mL. 1 h 1x10* V/mL. 1 h 1x102 V/mL.1 h 1x102 V/mL. 1 h
TCO) Incubacién a 37°C  Incubaciéna T amb Incubacion a 37°C  Incubacién a 37°C
Lavado 500 uL PBS 500 uL PBS Aspiro exceso Aspiro y lavo con
500 uL PBS
(2° etiqueta, | 100 pL Relacion 100 pL Relacion 100 pL Relacion 100 uL Relacion
Tz-Cy3) molar 10:1, 30 min  molar 10:1, 30 min a molar 10:1, 30 min  molar 10:1, 30 min
37°C T amb 37°C 37°C
Lavado 500 uL PBS 500 pL PBS 500 uL PBS 500 uL PBS
Final - Fijacion, 4% Fijacion, 4%
formaldehido formaldehido

4.5.8 Sintesis organica
4.5.8.1

A una mezcla conteniendo hidrocloruro de 4-(1,2,4,5-tetrazin-3-il)fenil)metanamina (20
mg, 84.14 umol) y N,N-diisopropiletilamina (2 equivalentes) en THF:DMF (4:1) (4 mL),
se adicionan 1.2 equivalentes de 6-trifluoroacetilhidracinonicotinato de N-
hidroxisuccinimidinilo. La reaccidn se agita a temperatura ambiente durante 24 h. El
volumen del disolvente fue reducido a vacio y el producto final se obtuvo luego de una
purificacion mediante cromatografia en capa fina preparativa, utilizando CH>Cl>:MeOH

(95:5) como fase movil y alimina como fase estacionaria. Luego de la evaporacion del
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disolvente a vacio, el producto final se obtuvo como un sélido de color rosado intenso
(10 mg, 27 %, punto fusién: 242-243 °C). La pureza de 1 fue verificada mediante HPLC.

(@]
N A F
H | F
NI N N H F
-N (@]
)\N

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 9.40 (sa, 2H, NHNH), 8.81 (ta, J = 4.8 Hz, 1H,
NHCOPy), 8.49 (s, 1H, Py), 8.43 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar), 7.91 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Py),
7.58 (d, J =7.9 Hz, 2H, Ar), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Py), 4.55 (d, J = 4.8 Hz, 2H, CH>),
2.98 (s, 3H, CH3). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 167.22 (CCHs3), 165.86 (Py-
CO), 163.15 (Ar-CNy), 158.20 (g, J = 31 Hz, C(O)CFz3), 158.08 (Py), 148.56 (Py), 145.13
(Ar), 136.48 (Py), 130.40 (C2Ns-C(Ar)), 128.23 (Ar), 127.59 (Ar), 117.18 (Py), 113.01
(9, =297 Hz, C(O)CF3), 104.36 (Py), 42.36 (CH), 20.97 (CH3). IES-EM, esperado m/z:
433.13 (M+H)™, hallado m/z: 433.12 (M+H)". C1gH1sF3NgO2: C, 50.0; H, 3.5; N, 25.9.
Hallado: C, 49.9; H, 3.2; N, 25.6.

4.5.9 Marcacién con ?°"Tc

Todos los procedimientos de este apartado y los apartados siguientes que implicaron
trabajo con material radioactivo fueron realizados bajo normas y medidas de proteccion

radioldgicas.

Para las marcaciones con ®™Tc se utiliz6 como agente reductor SnCl.. Todos los
disolventes empleados fueron previamente purgados con N2 gas. Las purezas
radioquimicas se determinaron por HPLC método 1 y en CCF. Los estudios de HPLC
fueron realizados en un equipo Agilent Serie Infinity 1200 equipado con detector GABI
Star y una columna de fase reversa C18 (300 mm x 4.6 x 10 pum) Thermo Scientific
Hypersil ODS, el detector UV se establecié en 280 nm. Método 1: gradiente lineal
Agua/TFA 0.05% (A) y MeOH (B), 0-20 min 0-100% B, 2-22 min 100-0% B. La CCF
se realiz6 utilizando ITLC-SG con citrato de sodio 0.1M como fase movil para determinar
9mTc-coloide (R = 0), 1d-2°"Tc, " Tc-coligando y *™TcO4 (Rf = 1). Las medidas de

actividad fueron realizadas en un calibrador de dosis Capintec CRC7, contador de
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centelleo s6lido de pozo: detector de cristal de Nal(T1) de 3”’x3” asociado a un analizador
monocanal ORTEC.

En un tubo de 1.5 mL, se adicionan 100 pL de una disolucién acuosa de tricina (100
mg/mL en H»0, 55.8 umol), 20 pg de 1 (1 pg/uL, 0.46 nmol), 20 pL de una disolucion
de SnCl, recién preparada (2 mg/mL en etanol, 17.7 umol) y 111-150 MBq de Na®*"TcO4
(hasta 200 pL) eluido de un generador Mo-Tc. Se controla pH a 5 y se incuba durante 15
min a 37 °C en un bafio seco. Una vez finalizada la reaccion se aisla el producto

radioactivo de la misma por HPLC (método 1).

4.5.10 Ensayo de Dot Blot

Gotas de 40 uL de G3C12-TCO y G3C12 (control negativo) (1 x 10'2 viriones/mL,
conjugados con NHS-TCO en una relacion molar 15:1) en PBS 1X fueron adsorbidos en
una membrana de PVDF, contenida en una placa de petri. La membrana se bloque6 con
PBS-BSA 5 % durante 1 h y sobre los puntos de siembra se adiciond 1d-*"Tc (20 pL,
30 uCi). Se permitio reaccionar durante 1 h a temperatura ambiente. Luego de este
periodo el exceso de 1d-*MTc que no reacciono fue removido mediante sucesivos lavados
con PBS. Finalmente se realiza la adquisicion de la imagen de la membrana en el sistema
In-Vivo MS FX PRO-KODAK por deteccion de emisiones gamma.

4.5.11 Reaccion bioortogonal en cultivo celular con 1d-°"Tc

La reaccion de cicloadicion fue estudiada sobre células MDA-MB-435. Para ello, en una
placa de 24 pocillos se sembraron 1 x 10° células por pocillo. Luego de 24 h, se
adicionaron 200 pL de los distintos stocks de fagos conjugados con NHS-TCO (G3-C12-
TCO, f88-fd-TCO (conjugados previamente con NHS-TCO en una relacion molar 15:1))
y no conjugados con NHS-TCO (G3-C12 y f88-fd) en una concentracion de 1 x 10%2
viriones/mL. Luego de 1 h a temperatura ambiente, se elimina el exceso de reactivos y se
lava gentilmente con PBS 1X. Se bloquea el pocillo con 500 uL de una disolucién de
PBS-BSA 5% durante 30 min. Luego de aspirar el excedente, se adiciona 1d-*"Tc (2
uCi/pocillo) y se incuba 30 min. Seguidamente, se elimina el exceso y se lava 2 veces

abundantemente con 500 uL de PBS-tween 0.01 % para evitar perdida de células.
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Finalmente, las células son removidas mecanicamente, colectadas y contadas en el

contador de centelleo s6lido de pozo indicado anteriormente.
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5 Capituloll

5.1 Objetivos especificos

1- Marcar el derivado 1 con **™Tc utilizando distintos coligandos.

2- Evaluar las propiedades fisicoquimicas de estabilidad e hidrofilicidad de los
radiomarcados obtenidos, asi como también sus propiedades bioldgicas.

3- Estudiar la reaccion bio-ortogonal utilizando el derivado radiomarcado con %*™MTc.
Aplicar el enfoque pre-dirigido en la marcacion in vivo de un anticuerpo dirigido

especificamente contra TAG-72 en un modelo de cancer de colon.
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5.2 Antecedentes y Fundamentos

Uno de los objetivos principales de este trabajo doctoral es explorar el potencial de la
reaccion de cicloadicion entre [1,2,4,5]tetrazinas y TCOs en el diagndstico de cancer. Sin
embargo, a pesar de los avances alcanzados en el capitulo anterior con la obtencion de un
derivado de tetrazina marcado con %*™Tc, no fue posible evaluar la reaccion in vivo en el

sistema bioldgico seleccionado.

En base a los resultados obtenidos previamente, en el presente capitulo se describira el

estudio de la reaccion bio-ortogonal pero utilizando una nueva prueba de concepto.

En esta oportunidad con el objetivo de implementar la estrategia pre-dirigida, se
selecciond la deteccion de TAG-72 mediante la utilizacion del AcMo CC49, que reconoce

con gran afinidad el antigeno mencionado, en un modelo de c&ncer de colon.

El antigeno TAG-72 es una glicoproteina de membrana con elevada expresion en una
variedad de tumores sdlidos.'®:18 |os antecedentes de Rossin y Robillard, demostraron
que es una diana adecuada para el estudio de la reaccion de cicloadicién in vivo, debido

a su internalizacion limitada.'3"146
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5.3 Resultados
5.3.1 Quimica y Radioquimica

En el apartado anterior (Capitulo I de la tesis doctoral) se describid la obtencion del
derivado de tetrazina 1 a partir del hidrocloruro de 4-(1,2,4,5-tetrazin-3-
il)fenil)metanamina y el derivado de HYNIC 6-trifluoroacetilhidracinonicotinato de N-

hidroxisuccinimidinilo. EI mismo se obtuvo con un rendimiento del 27 %.

Para continuar con los estudios de dicho reactivo bio-ortogonal, se exploro la estabilidad
del sistema [1,2,4,5]tetrazina en PBS y en una disolucion de BSA al 10 % durante 24 h a
temperatura ambiente. Para ello se utilizé la absorbancia a 540 nm. El derivado 1 se
mostro estable por al menos 24 h en PBS, con una disminucién de la concentracion de 1
al 80 % cuando se incubd en BSA al 10 %.

Las condiciones de marcacion con *™Tc utilizando tricina como coligando, descritas en
el apartado anterior (capitulo 1), condujeron a purezas radioguimicas superiores a 90 %,
siendo la condicién optimizada cuando se incubd a 37 °C durante 15 minutos. El
compuesto marcado mostrd ser estable en PBS y en el medio de reaccion a 25 °C por al

menos 24 h.

Con el fin de evaluar el efecto de los coligandos sobre la lipofilia del radiocomplejo se
realiz6 la marcacion del derivado 1 utilizando el coligando &cido etilendiaminodiacético
(EDDA) y una mezcla de tricina y EDDA como coligandos. La PRQ de 1d-**"Tc cuando
el compuesto 1 se marco utilizando EDDA como coligando fue del 38 %, mientras que

se observo una PRQ del 90 % cuando se utilizé una mezcla de tricina y EDDA.

Seguidamente se procedi6 a determinar el coeficiente de reparto n-octanol/fase acuosa,
Log P, como parametro de hidrofilicidad del compuesto marcado. Los coeficientes
obtenidos para los diferentes complejos " Tc-HYNIC-tetrazina obtenidos, se presentan
en la tabla 6. Los resultados demostraron que el coligando tricina resulto en la entidad

menos lipofila.
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Tabla 6. Valores de Log P obtenidos para los complejos obtenidos de la marcacion de 1 utilizando distintos
coligandos.

Coligando LogP
Tricina -0.54 £ 0.07
EDDA -0.40 £ 0.01

tricina:EDDA -0.51 + 0.02

Posteriormente, se determind la fraccion unida a proteina plasmética para los complejos
radiomarcados con el coligando tricina y el coligando EDDA. Luego de incubar los
mismos en suero de raton, durante 30 min a 37 °C, las proteinas se precipitaron con ACN,
de forma de medir la radioactividad asociada a las proteinas precipitadas. Los resultados
revelaron que la union a proteinas plasmaticas es de un 14.0 + 3.2 % para el complejo
formado con tricina y 17.3 £ 0.6 % para el complejo formado con EDDA.

En base a estos resultados, se procedio a evaluar el comportamiento in vitro e in vivo del

derivado marcado utilizando el coligando tricina (1d-*"Tc).

5.3.2 Evaluacion biolégica in vitro

5.3.2.1Conjugacion CC49 con NHS-TCO

Para evaluar la reaccion bio-ortogonal entre TCO y 1d-%"Tc se utilizé el AcMo CC49
conjugado a TCO como primer componente bio-ortogonal. La conjugacién de anticuerpo
se logré después de una reaccion de 30 minutos con un exceso molar de NHS-TCO de
10:1 respecto al AcMo.¥” El nimero de grupos TCO reactivos presente por molécula de
anticuerpo se determin6 mediante electroforesis en SDS-PAGE (Figura 39). Para ello, se
incubd el anticuerpo conjugado con diferentes relaciones molares de 1d-*"Tc, dando

como resultado 8.5 £ 0.1 moléculas de TCO por anticuerpo.
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Figura 39. Cuantificacion de TCO/AcMo mediante SDS-PAGE. A la izquierda deteccidn radiactiva.
En los carriles 1 a 4 1d-®"Tc y CC49-TCO con relaciones molares de 1:1, 5:1, 10:1 y 15:1,
respectivamente. En el carril 5 solo 1d-*"Tc. A la derecha tincién con Coomassie. MWM: marcadores
de peso molecular. Las pistas 1-4 contienen 25 pg de AcMo CC49.
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5.3.2.2Bioactividad de CC49-TCO y cicloadicion in vitro

Después de la conjugacién con TCO, se evalud la inmunoreactividad del anticuerpo
modificado mediante un ensayo de tipo ELISA. Para dicho fin se inmovilizé una mucina
de glandulas submaxilares bovinas (BSM) como antigeno diana y BSA como control
negativo. Luego del reconocimiento del anticuerpo por su blanco molecular, la deteccién
se realiz6 a través de un anticuerpo secundario conjugado a HRP, adicion de sustrato y
determinacion de absorbancia a 405 nm. No se observaron diferencias significativas en

el reconocimiento de antigeno entre el CC49 no modificado y CC49-TCO (Figura 40 A).

Después de confirmar que el reconocimiento de CC49-TCO no se vio afectado por la
conjugacion, se evalud la reaccion de cicloadicion entre 1d-*"Tc y CC49-TCO mediante
enfoque pre-dirigido utilizando BSM inmovilizada en placas de ELISA. El ensayo
consistié en permitir, en una primera etapa, que el conjugado CC49-TCO se unieraa BSM
inmovilizada; sequido de la adicion de 1d-**"Tc en una segunda etapa. La reaccion bio-
ortogonal se evalu6 después de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente. Los
resultados obtenidos confirmaron que el conjugado de CC49-TCO se marco con *°MTc
mediante la reaccion entre tetrazina y TCO presente a nivel del anticuerpo y no debido a
la union no especifica de CC49-TCO o de 1d-**"Tc (Figura 40 B).

El siguiente paso consistié en estudiar la reaccion bio-ortogonal en un cultivo celular,
para lo cual se realizd un abordaje pre-dirigido, con previa deteccion del biomarcador
TAG-72 presente en la superficie de células LS174T por parte de CC49-TCO y posterior

reaccion con 1d-*"Tc. En dicho experimento fue posible evidenciar la

37



radioinmunodeteccion de TAG-72 en células LS174T mediante la reaccion bio-ortogonal
entre CC49-TCO unido a su blanco molecular y tri-®*™T¢c-HYNIC-TZ (Figura 38 C).

L.

Absorbancia

&

=
[

CPM

Figura 40. A) Ensayo de bioactividad de CC49-TCQO y CC49 no modificado en BSM inmovilizada, detectado
con un anticuerpo de cabra anti-ratén conjugado a HRP y utilizando ABTS como sustrato (detectado a 405
nm). Los datos representan la media + DS. (*) Sin diferencia significativa (p> 0.05, prueba t de Student). B)
Cicloadicion 1d-*"Tc con CC49-TCO en BSM inmovilizada. Los datos representan la media + DS. (**)
Diferencia significativa (p <0.05, prueba t de Student). C) La reaccion de 1d-*"Tc con CC49-TCO pre-
dirigido y unido a células LS174T. Los datos representan la media + DS. (**) Diferencia significativa (p

<0.05, prueba t de Student).
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5.3.3 Evaluacion biolégica in vivo

5.3.3.1Biodistribucion en ratones normales

Con la finalidad de evaluar el comportamiento bioldgico de la segunda etiqueta bio-

ortogonal 1d-*"Tc se realizaron estudios de biodistribucion de la misma en ratones

normales CD-1 a 1, 4 y 24 h después de su administracion intravenosa (Tabla 7). Los
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resultados obtenidos muestran una rapida eliminacion de la sonda radioactiva de la sangre
y de la mayoria de los 6rganos a excepcion de higado, intestinos y rifion. Por ejemplo, 1
h posterior a la administracion de 1d-**"Tc se observo un 1.70 + 0.11 % DI/g en sangre,
siendo un 43.76 £ 1.80 % de la dosis total eliminada a través de la vejiga y la orina. Sin
embargo, se observo elevada acumulacion no especifica en higado e intestinos 1 hora
después de la inyeccion con valores de 14.15 + 0.43 % Dl/g y 5.62 + 0.59 % Dl/qg,
respectivamente. Seguidamente, un descenso significativo de la actividad en el intestino
delgado después de 4 h con un aumento concurrente de 21.82 +£2.73 % DI/g en el intestino
grueso sugirio que una porcion significativa del compuesto presenta una via de excrecién
a través del tracto gastrointestinal, lo que probablemente ocurra debido a la naturaleza
hidrofdbica del compuesto 1 marcado con %MTc.

Tabla 7. Biodistribucion de 1d-*"Tc a 1, 4 y 24 h en ratones normales CD-1 (n = 3). Los anélisis
estadisticos se realizaron utilizando un test ANOVA de dos vias con Bonferroni ((f) p <0.05).

% Dosis inyectada / gramo de érgano (%DI/g)

Organos 1h 4h 24 h

Sangre 1.70£0.11 1.01+0.35 0.50+0.02
Corazon 0.68+0.06 0.39+£0.02 0.33x0.04
Pulmones 1.33+£0.13 0.77+0.07 0.64+0.10
Higado 14.15 +0.43" 10.61 +0.897 8.95+0.58
Bazo 046+0.04 0.27+£0.03 0.25+0.03
Estomago 032+0.11 149+169 0.48+0.16
Intestino grueso  0.42 £0.18 2182273 1.28+0.28
Intestino delgado 8.07+0.61 3.45+0.24 0.45%0.01
Intestinos 5.62+059" 10.01+0.67" 0.71+0.11°
Rifiones 7.84+163" 3.79+051" 3.12+0.25
Cerebro 0.05+001 0.03+£0.01 0.02%0.01
Mdusculo 043+0.04 0.24+£0.025 0.19+0.03
Hueso 061+009 0.31+£0.09 0.49+0.07
Piel 1.41+010 0.88+0.08 0.82+0.16

% Dosis Inyectada
Orinay Vejiga  43.76 +1.80 46.01+2.28 74.73+2.68

Finalmente, se analizaron por HPLC los metabolitos presentes en la orina 1 hora después

de la inyeccion. El perfil de HPLC mostr6 la presencia de un pico en la orina con un

tiempo de retencion similar al observado para 1d-°"Tc (Figura 41).
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Figura 41. Analisis de HPLC de fase reversa de A) derivado 1 (detector UV 280 nm), B) 1d-
9mT¢ (detector gamma), C) control de orina 1 hora después de la inyeccion de 1d-**"Tc (detector
gamma).

5.3.3.2Estudio de la reaccion bio-ortogonal en modelo tumoral murino

Finalmente se estudio la reaccion bio-ortogonal in vivo y su aplicacion como estrategia
de marcacion de agentes de imagen SPECT de forma pre-dirigida. La reaccion de
cicloadicion se evalu6 en ratones portadores de tumores de cancer de colon inducido con
células LS174T. La estrategia de marcacion utilizada en dos pasos se esquematiza en la
figura 42 A. Con dicho proposito, se inyectaron 100 pg de CC49-TCO a traves de la vena
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de la cola y se dej6 acumular durante 48 h (Figura 42 B). El anticuerpo circulante en
sangre, no retenido a nivel tumoral, se redujo utilizando una dosis de agente secuestrante
(Tagworks), seguido 2 h después por la administracion de 1d-**"Tc. Finalmente, las
imagenes SPECT/CT se adquirieron 2 h posteriores a la inyeccién de la etiqueta

radioactiva (Figura 43).

A) %mTe-HYNIC-TZ
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CC49-TCO secuestrante 99”‘Tc-HiN IC-TZ
l 52h
24h 48h 50 h 1

Imagenes SPECT-CT

Figura 42. A) Estategia de marcacidon pre-dirigida. B) Protocolo de marcacion in vivo utilizado.

Los resultados obtenidos de las imagenes SPECT/CT mostraron una clara visualizacion
del tumor, lo que confirmo el éxito de la reaccion de cicloadicion in vivo entre el CC49-
TCO pre-dirigido y 1d-%™Tc. No se observé acumulacion inespecifica del derivado
tetrazina radiomarcado en el tumor. Sin embargo, se observé una importante acumulacion
inespecifica en la imagen corporal completa principalmente en el higado, la vesicula
biliar, los intestinos y los rifiones. Estas observaciones son concordantes con los
resultados obtenidos en la biodistribucion en ratones normales y en la imagen del raton

control.
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Figura 43. Imagen SPECT-CT en ratones con tumor de colon LS174T. Corte coronal (A) y corte
transversal (C) de CC49-TCO pre-dirigido y su marcacion in vivo con 1d-*"Tc, 2 horas después de la

inyeccion. Corte coronal (B) y corte transversal (D) imagen control de 1d-**"Tc.

Con el objetivo de cuantificar la captacién tumoral mediante el abordaje en estudio, se
realiz6 un estudio de biodistribucion en ratones portadores de tumores LS174T con 1d-
9MT¢ siguiendo el mismo protocolo de administraciones utilizado en la imagen SPECT-
CT. Los resultados mostraron una modesta captacion tumoral (1.39 = 0.43% DI/g),
probablemente debido a que la mayor parte de la tetrazina radioactiva se acumul6 en el
higado, el tracto gastrointestinal y los rifiones. Los resultados del estudio de
biodistribucion siguiendo un protocolo pre-dirigido fueron consistentes con el estudio de
imagen SPECT-CT. Se realiz6 un experimento de bloqueo en el que se co-inyectd un
exceso de 10 veces del AcMo CC49 con el AcMo CC49-TCO. Se observé una reduccion

del 17 % en la captacion tumoral (datos no se muestran). Por otro lado, la marcacion de
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CC49-TCO con 2| permitié comprobar que la baja captacion tumoral observada en la
estrategia pre-dirigida, no se debe a una baja captacién tumoral de CC49-TCO. La
acumulacion de CC49-TCO yodado en el tumor fue alta con un 43.53 % DI/g (Tabla 8).

Tabla 8. Biodistribucion de 1d-*"Tc mediante estrategia pre-dirigida con CC49-TCO y %1-CC49-TCO
en ratones portadores de tumores LS174T.

% Dosis inyectada/gramo de 6rgano (% DI/g)

1d-9mTc 1251-CC49-TCO
Organos 2h CC49
Tumor 1.39+0.42 43.53 £ 0.42
Sangre 1.91 £ 0.06 11.08 + 4.26
Corazon 0.89 £ 0.09 2.74£1.14
Pulmones 1.69 £ 0.01 4.99 +1.96
Higado 8.96 + 0.55 9.48 + 1.57
Bazo 0.65 £ 0.03 2.42 £0.42
Estomago 0.89 £ 0.09 1.51+0.47
Intestino grueso 0.42+£0.18 145+ 0.25
Intestino Delgado 8.07+0.21 1.82+0.23
Intestinos 7.14+0.19 1.67 £0.22
Rifiones 6.44+1.11 2.718 £0.42
Cerebro 0.05 £ 0.02 0.23+0.08
Mdsculo 0.43 £ 0.05 0.79+£0.22
Hueso 0.54 £0.02 0.81+£0.42
Piel 1.91+0.15 3.04 £0.97
% Dosis Inyectada (%DlI)
Vejiga y orina 5230271 36.47 £9.23
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5.4 Discusion y conclusiones

El uso de radionmunoconjugados como agentes de imagen o terapia se ha visto limitado
por la farmacocinética intrinseca de dichas biomoléculas. Las estrategias pre-dirigidas
surgen con el fin de evadir dichos inconvenientes y se basan en separar la administracion
del AcMo vy el radionucleido. La administracion independiente de ambos componentes
implica que los mismos se deben combinar in vivo en el propio tumor. En los dltimos
afios, varios trabajos se han enfocados en la busqueda de reacciones quimicas que sea
posible llevarlas a cabo en entornos biologicos. Sin embargo, la aplicacién de las mismas
in vivo requiere que la reaccion sea excepcionalmente rapida.'8® En reacciones de segundo
orden, la velocidad de la reaccion depende de la concentracion de ambos reactivos y de
la constante cinética. Cuanto mayor es el tamafio del organismo, mayor es el volumen de
sangre, por lo tanto, si la constante cinética no es los suficientemente alta se requieren de
mayores concentraciones de reactivo. En consecuencia, concentraciones de reactivos
elevadas pueden resultar en problemas de toxicidad. En este sentido, entre los abordajes
bio-ortogonales descriptos hasta el momento, la reaccion entre [1,2,4,5]tetrazinay TCO

es la que mejor satisface dichos requerimientos.

Los trabajos realizados durante esta etapa del presente trabajo estuvieron enfocados en
evaluar el potencial de la estrategia pre-dirigida, en base a la reaccion de cicloadicién
entre [1,2,4,5]tetrazinas y TCO, como estrategia de marcacion de biomoléculas para el
diagndstico de cancer. Debido a que en el abordaje planteado en el capitulo I no fue
posible evaluar el potencial de las reacciones bioortogonales in vivo, es que se selecciond
un nuevo sistema bioldégico como prueba de concepto. Asi, se decidid evaluar la estrategia
en estudio mediante la deteccion de TAG-72 a traves del reconocimiento del AcMo CC49

en un modelo murino de cancer de colon.

Para que la estrategia de marcacion pre-dirigida signifique un avance respecto de la
estrategia de marcacion clasica, ademas de los requisitos antes mencionados, la segunda
etiqueta bio-ortogonal debe ser eliminada del organismo de forma rapida. En nuestro
sistema de estudio se seleccion6 como etiqueta bio-ortogonal un derivado de tetrazina

marcado con %°™Tc a través del agrupamiento coordinante que aporta HYNIC.

En este sentido, se ha visto que es posible modificar el perfil farmacocinético de las
biomoléculas marcadas con *™Tc via HYNIC, a partir del uso de diferentes coligandos.!*®

Con esto en mente, es que se estudid la marcacion del derivado 1 utilizando tricina, EDDA
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y una mezcla de tricina/EDDA como coligandos. La eleccion del coligando utilizado en
la marcacion via HYNIC es un aspecto relevante en la evaluacion biologica. Se realizaron
estudios in vitro orientados a explorar la estabilidad, lipofilicidad y unidn a proteinas de
los distintos complejos, con el fin de predecir patrones de biodistribucion. Por ejemplo,
en el caso de péptidos radiomarcados, se ha observado que aquellos que se eliminan del
torrente sanguineo con mayor rapidez son aquellos con Log P cercanos a -3.3! Los valores
de Log P calculados en el caso de este trabajo de tesis doctoral, revelaron que los
coligandos estudiados no generaron grandes modificaciones en los valores obtenidos. Sin
embargo, el derivado més hidrofilico es aquel que se marco utilizando exclusivamente
tricina como coligando, con un Log P de -0.54 + 0.07. Las elevadas PRQ obtenidas en
tiempos cortos de reaccion, sumado al hecho de presentar el menor porcentaje de union a
proteinas y buena estabilidad en las condiciones evaluadas, motivo el uso de 1d-"Tc

para estudiar la reaccion bio-ortogonal in vitro e in vivo.

Para la evaluacién de la reaccién de cicloadicion entre el derivado obtenido y TCO, se
conjugé el AcMo CC49 con TCO, utilizando una relacion 10:1. El ensayo de titulacion,
permitio comprobar la presencia de unos 8.5 + 0.1 TCO reactivos por molécula de
anticuerpo, similar a lo observado en otros trabajo.*”**" Luego de comprobar que la
inmunoreactividad del anticuerpo no se vié afectada luego del proceso de conjugacion,
se procedio a estudiar la reaccion de cicloadicion. Con dicho fin, se estudid la reaccion
entre 1d-*"Tc y CC49-TCO mediante enfoque pre-dirigido utilizando BSM
inmovilizada en placas de ELISA y en un cultivo de células LS174T. En ambos casos fue
posible demostrar que la estrategia fue exitosa en entornos bioldgicos de complejidad

creciente.

Finalmente, se procedi6 a realizar la evaluacién bioldgica. En primer lugar, se estudio la
biodistribucion del derivado 1d-**"Tc en ratones normales. Los resultados obtenidos
revelaron una rapida eliminacién de la sonda radioactiva de la sangre y de la mayoria de
los érganos a excepcién de higado, intestinos y rifion, que mostraron % DI/g elevados
principalmente a 1 y 4 h, persistiendo pero en menor grado a 24 h. En su trabajo, casi en
simultaneo, Valliant et al, describieron la marcacion de un derivado tetrazina via HYNIC
(Figura 44), con las diferencias que el heterociclo tetrazina estd desmetilado. Sin
embargo, a pesar de la diferencia estructural, en dicho trabajo se observd la misma
tendencia en la biodistribucién, con acumulacion inespecifica en los érganos del tracto

gastrointestinal y rifiones.1®3

45



4

Ir=z

\ /
ZT

(@)

ol

>

I=z
=

NT S N ” \[( le\ N~ “NHNH,

1 (Ref, 162) (Ref, 163)

Figura 44. Derivados de [1,2,4,5]tetrazina portadores de ligando HYNIC.

Seguidamente, se evalud la reaccion in vivo, mediante una estrategia pre-dirigida en dos
pasos, en un modelo murino de cancer de colon. Con el objetivo de reducir la sefial de
fondo proveniente de la reaccion del derivado radiomarcado con el CC49-TCO circulante
en sangre luego de 48 h, se administro un agente secuestrante o “clearing agent”. Trabajos
previos, demostraron que el uso de un agente secuestrante (albumina conjugada con
galactosa y grupos tetrazina) es capaz de reducir el nivel de CC49-TCO circulante,
reduciendo los %DI/g en sangre y en consecuencia reduciendo la sefial de fondo. Asi, en
los experimentos realizados en esta tesis doctoral, luego de 2 h de la administracion del
“clearing agent” se inyecté el derivado 1d-**"Tc. Las imagenes adquiridas 2 h después,
permitieron evidenciar la reaccion de cicloadicion in vivo. Ademas, se comprobd que la
sefial a nivel tumoral se debi6 a la reaccion bio-ortogonal por acumulacion de CC49-TCO
anivel tumoral y no debido a una acumulacién inespecifica del radiomarcado en el tumor.
Sin embargo, y como lo habia sugerido el perfil de biodistribucion, se observé importante

acumulacion inespecifica del radiotrazador a nivel abdominal.

Un estudio de biodistribucion, utilizando el mismo protocolo de administracion de las
imagenes, reveld una modesta acumulacion a nivel tumoral con un valor de 1.39 + 0.42
%DI/g y resultando en una relacion tumor/musculo de 3.2. El estudio con 12°I-CC49-TCO
sugiere que la baja captacion tumoral observada en la estrategia pre-dirigida, no se debe
a una baja captacion tumoral de CC49-TCO sino probablemente a la captacion
inespecifica de 1d-"Tc en los drganos del tracto gastrointestinal y rifiones. Cabe
destacar que otros derivados tetrazina que han sido marcados con distintos radionucleidos
y que presentan una biodistribucion mas favorable, tienen coeficientes de reparto n-

octanol/fase acuosa menores a -2.1°! Estos antecedentes sugieren que incrementar la
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hidrofilidad del derivado tetrazina-HYNIC resultara en un perfil de biodistribucion méas

favorable.
En suma,

- Se desarroll6 un derivado HYNIC-tetrazina con el grupo hidrazino protegido por
un resto trifluoroacetilo.

- El mismo se marco con *™Tc de manera eficiente en condiciones de reaccion
suaves. EI compuesto radiomarcado se mostré estable in vitro e in vivo.

- Se evalud la reaccion entre 1d-*"Tc¢ y TCO in vitro mostrando resultados
alentadores.

- La evaluacion de la reaccién in vivo, con la prueba de concepto seleccionada, a
través de la imagen SPECT del tumor basada en una estrategia pre-dirigida con
¥mTc fue positiva. Sin embargo, el perfil de biodistribucion y los estudios de
imagenes indicaron la necesidad de un derivado de **"Tc-HYNIC-tetrazina mas

hidrofilico.
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5.5 Materiales y Métodos

5.5.1 Estabilidad de 1

La estabilidad del derivado 1 se evalu6 en PBS y BSA al 10 % a lo largo del tiempo y a
temperatura ambiente. Para tal fin se disolvieron 10 ug de 1 (1 ug / uL. en DMSQO) en un
volumen final de 100 pL de PBS (0.01 M, pH 7.4) o en BSA (10 %, PBS 0.01 M, pH 7.4)
Las mezclas se incubaron durante 1, 2, 4 y 24 h. Cada experimento se realiz6 por
triplicado y es seguido por absorcion a 540 nm (BioTek 100 Tigan St Winooski, VTUSA).

5.5.2 Marcacién con °™Tc
Coligando Tricina

Las marcaciones de 1 con tricina se realizaron de acuerdo a la reaccion optimizada en la seccién
459

Coligando EDDA

En un tubo de 1.5 mL, se adicionan 125 pL de una disolucion de EDDA (120 mg/mL en
NaOH (1M), 7.1umol) y 20 pg de 1 (1 pg/uL, 0.46 nmol). Seguidamente se adicionan 20
ML de una disolucion de SnCl recién preparada (2 mg/mL en etanol, 17.7 umol) y 37-
111 MBq de Na®®"TcOs (hasta 200 pL). La mezcla se incuba durante 30 min a 37 °C en
un bafio agua. La PRQ del marcado se determind segun los sistemas descritos en seccién
4.5.9.

Coligando tricina/EDDA

En un tubo de 1.5 mL, se adicionan 100 uL de una disolucion de tricina en agua (100 mg/
mL, 55.8 umol), 125 pL de una disolucion de EDDA (120 mg/mL en NaOH (1M),
7.1umol) y 20 pg de 1 (1 pg/uL, 0.46 nmol). Seguidamente se adicionan 20 pL de una
disolucion de SnCl; recién preparada (2 mg/mL en etanol, 17.7 umol) y 37-111 MBq de
Na**™TcO, (hasta 200 pL). La mezcla se incuba durante 30 min a 37 °C en un bafio agua.

La PRQ del marcado se determino segun los sistemas descritos en seccion 4.5.9.

5.5.3 Estabilidad de tetrazina radiomarcada

La estabilidad in vitro de los radiomarcados se evalu6 en PBS y en la mezcla de reaccion
a 25 °C, luego de 2, 4 y 24 h de incubacion (triplicado) se controldé por HPLC (en las
condiciones indicadas en la seccion 4.5.9).
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5.5.4 Coeficiente de reparto n-octanol/fase acuosa

Los valores del Log P se determinaron por triplicado de la siguiente manera. Los
diferentes complejos radiomarcados se purificaron mediante HPLC (fase reversa con
columna C18 con el método 2), seguido de purificacion de cartucho C18 SEP-PAK con
etanol al 50 % en PBS y purgado con N2. Método 2: Agua/TFA 0.1% (A) vy
acetonitrilo/TFA 0.1% (B), 0% a 3% B en 3 min, 3% a 25% B en 0.1 min. , 25% a 30%
en 20 min, 30% a 90% en 2 min, 90% 3 min, 90% a 3% en 2 min, 3% 5 min. Una cantidad
apropiada del complejo radiomarcado (6475 MBq / mg) se diluy6 en PBS para obtener
una concentracion final de 200,000 cpm/mL. Una mezcla de 500 uL de n-octanol y 500
uL de las disoluciones respectivas de %°™Tc-HYNIC-tetrazina se mezclaron
vigorosamente durante 1 minuto y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos. Se
recogieron tres fracciones de 100 uL de ambas fases de cada tubo y se contd la
radiactividad en un contador de pozos Nal. El coeficiente de particion se obtuvo como

logio (cpm de n-octanol /cpm de fase acuosa).

5.5.5 Ensayo de unién a proteinas

La fraccion unida a proteinas plasmatica se determind para los complejos con coligando
tricina y coligando EDDA. Los complejos radiomarcados se purificaron en un cartucho
C18 SEP-PAK eluido con etanol al 50 % en PBS y se purgaron con N.. Posteriormente,
una mezcla de 100 pL del complejo correspondiente(1,11 MBq) en PBS con 200 uL de
suero de raton se incubaron a 37 °C durante 30 min. Después del periodo de incubacion,
las proteinas se precipitaron con 200 uL de ACN vy se centrifugaron durante 4 min a
14,000 rpm. EIl sobrenadante se recogid y el precipitado se resuspendié en PBS y se
centrifugd de nuevo. Se midid la actividad del precipitado y del sobrenadante en contador

de pozo de Nal. Se calculd el porcentaje de actividad asociado a proteinas.
5.5.6 Produccion de CC49

El AcMo CC49 se purifico a partir del medio de un cultivo de hibridoma CC49 (ATCC)
usando cromatografia de afinidad de proteina A (MABTRAP, GE Health Sciences). El
anticuerpo purificado se concentrdé a 5 mg/mL en disolucion salina tamponada con PBS,

pH 7.4, se alicuoto y se almacend a -80°C antes de su uso.
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5.5.7 Conjugaciéon CC49 con NHS-TCO

Para la conjugacion del anticuerpo monoclonal CC49 se procedi6 de acuerdo a Robillard
et al. Se conjugaron 2.4 mg (16 nmol) de una disolucién de CC49 (11 mg/mL) con NHS-
TCO en una relacion molar (10:1). A 240 uL de disolucion de anticuerpo se le adicionan
15 uL de buffer carbonato (1 M, pH 9.6). Seguidamente se adicionaron lentamente 9 pL
de NHS-TCO disuelto en DMSO anhidro (Click Chemistry Tools, 5 mg/mL, 1.6 x10~
mol) y PBS (0.01 M, pH 7.4) en una cantidad suficiente para un volumen final de 500
uL. Se incub6 30 min en agitacion y oscuridad. Finalmente se purifico por PD-10 con
PBS (0.01 M, pH 7.4) y se determin0 concentracion a traves de medida de absorbancia a

280 nm. La disolucion se conservo a 4 °C.
5.5.8 Numero de TCO reactivos por molécula de anticuerpo

El nimero de TCO reactivos por molécula de anticuerpo se determind mediante
electroforesis SDS-PAGE (gel GeneScript ExpressPlus 8 %). Para ello se estudid la
cicloadicion utilizando distintas relaciones molares de 1d-*"Tc con respecto a CC49-
TCO. Se incubaron alicuotas de 25 pg de la preparacion CC49-TCO con 1, 5, 10, 15 eq
de 1d-%MTc. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 20 min. Seguidamente, alicuotas
de cada reaccién fueron sembradas (LDS no reductor 4X) en un gel de poliacrilamida
homogéneo al 8 % (GeneScript ExpressPlus PAGE) y separadas mediante electroforesis
utilizando un buffer de corrida MOPS SDS NuPAGE®. Imagenes del gel se adquirieron
en un sistema de imagenes (PMI™, Bio-Rad). Luego de su analisis el porcentaje de
tetrazina unida se determind mediante el porcentaje de radioactividad asociada con las
bandas de AcMo. NUmero de TCOs / AcMo = (n° eq tetrazina) x (% de tetrazina unida).
Se realiz6 tincion de proteinas con Coomassie para confirmar la ubicacion de CC49-TCO
y el marcador de peso molecular.

5.5.9 Ensayo de bioactividad de CC49-TCO

Se evalud el reconocimiento del anticuerpo modificado con TCO mediante un ensayo de
ELISA. Para ello, se incubaron 120 pL de una disolucion de mucina submaxilar bovina
(5 ng/mL de BSM) y seroalbimina bovina (5 ug/mL de BSA) en una placa de ELISA (96
pocillos, High Binding Nunclon) durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente se elimind

la disolucion, se incub6 con 300 pL buffer de bloqueo Rockland durante 1 hy se lavo tres
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veces con 300 uL de 0.1 % de PBS-Tween 20. Seguidamente se incubd cada pocillo con
100 pL de CC49-TCO 0 CC49 (10 nug/100 uL) durante 1 h a 37 °C (por triplicado). Luego
de eliminar la disolucion de anticuerpo se lavé con 300 ulL de 0.1 % de PBS-Tween 20,
se adicioné 100 uL de una disolucion 1 pg/mL de anticuerpo de cabra anti-raton
conjugado con la enzima peroxidasa (HRP: Horseradish peroxidase) en BSA 0.1 %, se
incubd durante 1 h a temperatura ambiente y se realizaron 5 lavados con 0.1 % PBS-
tween 1X. Finalmente se adicion6 100 uL de substrato &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzo-

tiazolin-6-sulfonico) y se midié la absorbancia a 404 nm.
5.5.10 Estudio de la reaccion bio-ortogonal in vitro

En una placa de ELISA (96 pocillos, High Binding Nunclon) se incubaron 120 uL de una
disolucién de mucina submaxilar bovina (10 ug/mL de BSM) y seroalbdmina bovina (10
ug/mL de BSA) por pocillo, durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente se elimind la
disolucién, se incub6 con 300 uL buffer de bloqueo Rockland durante 1 h'y se lavo tres
veces con 300 uL de 0.1 % de PBS-Tween 20. Seguidamente se incub6 cada pocillo con
100 pL de CC49-TCO 0 CC49 (10 nug/100 uL) durante 1 h a 37 °C (por triplicado). Luego
de eliminar la disolucion de anticuerpo se lavé con 300 ulL de 0.1 % de PBS-Tween 20,
se adiciond 100 pL de ®™Tc-HYNIC-Tetrazina (1uCi/100 uL) en 1 % BSA y se incuba
durante 30 min a temperatura ambiente. Se aspira y se lava 3 veces con 0.1 % de PBS-
Tween 20. Finalmente, se adicion6 100 uL. NaOH (2 M) y luego de 5 min, se colecta en
un tubo, se vuelve a adicionar 100 uL. NaOH (2 M) y nuevamente se colecta en el mismo
tubo y se mide en contador gamma (Perkin Elmer-Wallac Wizard 1480 3 inch Gamma

Counter).
5.5.11 Estudio de la reaccion bio-ortogonal en cultivo celular

El ensayo en células se llevd a cabo en una placa de 24 pocillos con células de
adenocarcinoma de colon humano LS 147T en un 60 % de confluencia. Luego de aspirado
el medio, se lavo con buffer PBS (0.01 M) y BSA (1 %). Se adicionaron 200 uL de CC49-
TCO o0 CC49 (100 pg/mL) se incubd 30 min en 37 °C. Se elimind el exceso de reactivo,
se lavd con buffer PBS (0.01 M) y se agreg6 una disolucion de 1d-2"Tc¢ (1uCi/200 pL,
200 pL). Se dejo reaccionar durante 30 min a temperatura ambiente y se lavo 2 veces con
600 uL de buffer PBS (0.01 M). Finalmente, se adicioné 300 uL de NaOH (2 M), se
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incubd durante 10 min y se colecto en un tubo para su cuantificacion en un contador

gamma.
5.5.12 Estudios biologicos in vivo

5.5.12.1 Modelo tumoral

Los estudios de imagen fueron realizados en un modelo murino de cancer de colon. Para
dicho proposito se utilizdé un modelo tumoral en ratones BALB/c atimicos (Nu/Nu)
inoculando 2 millones de células LS 174T (PBS:Matrigel, 2:1) en forma subcutanea en la
zona dorsal del animal. Luego de aproximadamente un mes los tumores alcanzan una
masa de 1 g. Los experimentos fueron realizados en la Universidad de Missouri (USA) y
los procedimientos con animales fueron aprobados por el Comité Institucional de

Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Missouri.
5.5.12.2  Biodistribucion de 1d-*°"Tc

El comportamiento bioldgico de 1d-*"Tc-HYNIC-TZ se evaludé mediante un ensayo de
biodistribucidn en ratones CD-1 normales. Para ello, los animales fueron inyectados por
via intravenosa a través de la vena de la cola con 1d-%*"Tc (0.17-0.74 MBg, 5.55 GBg/mg)
y sacrificados después de 1, 4 y 24 h (n = 3). Los o6rganos Yy tejidos de interés se
diseccionaron, pesaron y la radioactividad de las muestras se midié en un contador
gamma. La radioactividad en la orina y las heces también se determind. La radioactividad
se expres6 como porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% DI/g) o porcentaje
de dosis inyectada (% DI). La cantidad total de sangre se consider6 como el 6.5 % del

peso corporal total.

5.5.12.3 Imdgenes SPECT-CT. Estudio de la reaccion bio-ortogonal en

modelo tumoral murino

La reaccion bio-ortogonal se evalu6 mediante una estrategia pre-dirigida en ratones
portadores de tumor (n=2). Con dicho fin, en una primera etapa los ratones fueron
administrados con 100 pg de CC49-TCO de forma intravenosa. Cuarenta y ocho horas
posterior a la administracion del anticuerpo, se les administro 160 pg de agente
secuestrante (albdmina conjugada con galactosa y grupos tetrazina, Tagworks
Pharmaceuticals, Holanda). Dos horas después, en un tercer paso se administro de forma
intravenosa 1d-*"Tc (relacion molar 1:1 de grupos TCO:1d-%"Tc, 7.4 MBq/ug ~ 21

MBq en 100 pL). El grupo control de ratones recibié Gnicamente 1d-**"Tc. Después de
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2 h los ratones se anestesiaron con isofluorano al 1-2 % y las imagenes SPECT-CT se
adquirieron con una unidad Siemens Inveon SPECT/CT (Siemens Medical Solution
Incorporated, TN, EE. UU.) equipadas con detectores duales de Nal pixelados, multi-
colimadores diminutos de 1.0 mm, un detector de rayos X CCD vy una fuente de rayos X
de microfocus de 80 kVp. Los datos volumétricos de SPECT se generaron mediante el
método de maximizacion de expectativas mediante subconjuntos ordenados u OSEM (del
inglés, ordered subset of expectation maximisation method), con correcciones
geométricas de desalineacion. Se realizaron imagenes simultaneas de micro-CT en todo

el cuerpo para permitir la fusion de datos anatdmicos y moleculares.

5.5.12.4  Biodistribucion. Estudio de la reaccion bio-ortogonal en

modelo tumoral murino

El estudio de biodistribucion pre-dirigido siguid el protocolo descrito para los animales
destinados a los estudios de iméagenes (5.5.12.3), excepto que los mismos fueron
sacrificados a las 2 h para el estudio de biodistribucion (n=3) y se procesé de acuerdo al
procedimiento (5.5.12).

5.5.12.5 Biodistribucion de 125|-CC49-TCO

El AcMo 2°I-CC49-TCO se prepard de acuerdo con Rossin y Robillard.*®” Se utiliz6 el
modelo tumoral inducido con células LS 174T. Cincuenta y una horas después de la
administracion intravenosa, los animales (n=3) se sacrificaron y se realizé el estudio de
biodistribucion. El tiempo de distribucion de 51 h para el 1?°I-CC49-TCO se selecciond

en base al protocolo pre-dirigido.
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6 Capitulo Il

6.1 Objetivos especificos

1-

Disefiar y sintetizar derivados de [1,2,4,5]tetrazina hidrofilicos sustituidos
adecuadamente para su marcacion con **"Tc. Estudiar la incorporacion de
espaciadores y/o quelantes hidrofilicos como estrategia para modificar el perfil de
biodistribucion de las tetrazinas marcadas con *MTc.

Marcacion con ®°™Tc de los derivados obtenidos.

Evaluar las propiedades fisicoquimicas de estabilidad e hidrofilicidad, asi como
también sus propiedades bioldgicas.

Estudiar la reaccion bio-ortogonal utilizando el mejor derivado tetrazina-*"Tc.
Aplicar el enfoque pre-dirigido en la marcacién in vivo de un anticuerpo dirigido
especificamente contra el factor de crecimiento del endotelio vascular en un

modelo de melanoma murino.
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6.2 Antecedentes y fundamentos

En la bdsqueda de una estrategia de marcacion pre-dirigida basada en la reaccion bio-
ortogonal entre TZ y TCO en el capitulo Il se describio la marcacion de un anticuerpo

monoclonal in vivo, mediante la obtencién de un derivado tetrazina marcado con *™Tc.

Sin embargo, a pesar de haber logrado una prueba de concepto positiva, el perfil de
biodistribucion y los estudios de imagenes revelaron la necesidad de un derivado de
9¥MTc-HYNIC-TZ maés hidrofilico.162163

Para superar esto, la nueva hipdtesis de trabajo se basd en que la incorporacion de
modificaciones en la estructura del derivado de TZ, orientadas a aumentar la hidrofilia
del compuesto. Esto resultaria en un cambio en la farmacocinética del mismo aumentando
la via de eliminacion renal. Para ello se consideraron cambios estructurales en base a la
incorporacion de un espaciador que aportase polaridad a la molécula o la incorporacion

de otros quelantes bifuncionales que cambiase la hidrofilia del radioagente final.

Como prueba de concepto se seleccioné la deteccién de VEGF a través del anticuerpo

monoclonal bevacizumab en un modelo de melanoma murino.

Bevacizumab, es un anticuerpo monoclonal humanizado, aprobado en el 2004 para el
tratamiento de primera linea de cancer de colon y recto metastasicos en combinacion con
quimioterapicos. Fue el primer agente terapéutico disefiado para tratar la angiogénesis
tumoral y esta indicado actualmente para el tratamiento de una variedad de tipos de
cancer.’% En la blsqueda de biomarcadores que permitan identificar pacientes que
respondan a las terapias anti-VEGF, varios grupos han explorado el potencial de
bevacizumab como agente de imagen.!®® Antecedentes de nuestro grupo de trabajo
demostraron el potencial del mismo como agente de imagen SPECT a nivel
preclinico.'®81% Sin embargo, a pesar de los resultados promisorios, es necesario explorar
estrategias con el fin de reducir los inconvenientes que surgen de la farmacocinética del

radioinmunoconjugado.

En relacion con el requisito de utilizar blancos de membrana en estrategias pre-dirigidas,
VEGF representa un blanco molecular adecuado como prueba de concepto. Esta
demostrado que una porcién del VEGF es secretado mientras que parte del mismo se
asocia a la membrana celular y matriz extracelular a través de su union a proteoglicanos

de heparan sulfato o HSPGs (del inglés, heparin and heparan sulphate proteoglycans).1%
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Asi, es de suponer que su disponibilidad a nivel extracelular resulte en una promisoria

herramienta para que se lleve a cabo la reaccion bio-ortogonal entre TZ y TCO.

La eleccion del modelo tumoral se baso en antecedentes de nuestro grupo de trabajo
evaluando bevacizumab como agente de imagen molecular, donde fue posible demostrar
que ademas de reconocer el VEGF humano también es capaz de reconocer formas
procesadas de VEGF murino presentes en tumores de melanoma inducido con células
B16-F10.1%8
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6.3 Resultados

6.3.1 Sintesis organica

Con el objetivo de sintetizar derivados TZ portadores de ligando HYNIC, que posean
mayor polaridad se planted explorar la incorporacion de estructuras espaciadoras de

acuerdo con el Esquema 15.

0]
N <.
N H | = N.
N’ N N N R2
)l\ =N "
Ry N

-R1: -H -Rz: -gC|
.CH3 -boC

_COCF4

Esquema 15. Disefio de derivados de TZ planteados con el objetivo de incorporar espaciadores
hidrofilicos.

El derivado planteado inicialmente (Esquema 16) se disefido suponiendo que la
introduccion de un enlace &cido hidroxamico y la ausencia de grupo metilo en el
heterociclo tetrazina podrian aportar polaridad a la molécula y por ende afectar la
hidrofilia del compuesto anteriormente desarrollado. Esta descrito que el grupo aminooxi
reacciona selectivamente con grupos carbonilos (aldehidos y cetonas) en una variedad de
disolventes y sin necesidad de catalisis. La reactividad del grupo aminooxi se explica por
el efecto-a, debido a la presencia del &tomo de oxigeno (electronegativo y con electrones
libre) en posicion a al grupo amino, lo que resulta en un aumento de la nucleofilia de
dicho centro. Ademas, las aminas primarias cuando se presentan bajo su forma protonada
presentan un pKa de 9-10, mientras que la forma protonada del grupo aminooxi presenta

un pKa entre 5-6.

Si bien el grupo aminooxi reacciona de forma quimioselectiva con al aldehidos y cetonas,
existen antecedentes de reactividad con otros electréfilos como cloruro de acilos,%
acidos carboxilicos activados,*®”'%® anhidridos,*®® imidas,'®® ésteres,?® epdoxidos®® y
haluro de alquilo.?°? En base a esto, inicialmente se parti6 de un derivado tetrazina
comercial, portador del grupo funcional hidroxilamina, y un derivado de HYNIC activado

y con la funcidn hidracina protegida con un grupo trifluoroacetilo (Estrategia A, esquema

57



16). Distintas condiciones de reaccion fueron estudiadas (Tabla 9), sin embargo sélo en
la condicion 4 fue posible aislar un producto con un rendimiento extremadamente bajo (2
%), que solo permitio su caracterizacion mediante espectrometria de masas. En la Figura
45 se presenta el espectro de masas y se esquematiza el patron de fragmentacion para el
producto obtenido, el cual sugiere la obtencidn del producto deseado (Esquema 17). Los
malos resultados, en todas las condiciones estudiadas, podrian deberse a la baja
reactividad, pobre solubilidad de los reactivos en las condiciones estudiadas, aparicion de
multiples productos secundarios (observados cromatograficamente), dificultad en
remover los productos de las fases estacionaria en la cromatografia, ademas de

descomposicion notoria con el tiempo de los crudos de reaccion obtenidos.

Estrategia de sintesis A)

0
O
NJ\/O\NHZ.HCI 0 o F e
_N H + N,O X ﬁ/%
N | F
l Pz _NH
-N N N
N l 0 H
Tz-aminooxi NHS-HYNIC-Tfa
L o o 5
5 NJ\/O\N N 4 Fe 5
- Toon LA
PONTS N~ °N F o
oL H o :
: N :
Esquema 16. Estrategia de sintesis planteada (A).
Reactivos 2 Condiciones Purificacion Rendimiento
(%) °
TZ-aminooxi (30 mg, 1 eq), Cromatografia en capa
1 NHS-HYNIC-Tfa (1.6 eq), II:r:t()seco), 30h finaensilicay X
DIPEA (1.2 eq) CH.Cl,/MeOH (8:2)

TZ-aminooxi (30 mg, 1 eq),
2 NHS-HYNIC-Tfa (1.2 eq),
DIPEA (1.2 eq)

Cromatografia en capa
finaensilicay X
CH:Cly/MeOH (8:2)

THF (seco), 2 h
reflujo
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TZ-aminooxi (15 mg, 1 eq), Cromatografia, silica
3 NHS-HYNIC-Tfa (1.2 eq), DMF,11hTamb AcOEt:MeOH (98:2) X
DIPEA (1.2 eq)

TZ-aminooxi (15 mg, 1 eq), Cromatografia en capa fina

4 NHS-HYNIC-Tfa (1.6 eq), THF (seco)/72 h en silica y AcOEt:éter de 5
DIPEA (2 eq), tert-butéxido Tamb petroleo (9:1)
de potasio

Tabla 9. Condiciones estudiadas para la estrategia de sintesis A) (Esquema 16). @ hidrocloruro de 2-
aminoxi-N-[4-([1,2,4,5]tetrazin-3-il)fenilmetilJacetamida: TZ-aminooxi. ® x: no fue posible aislar el
producto deseado.

158
171
8 131 145
74 185 245
sl b ‘ Pl
I I IIIII
0 70 9 110'130 150 170 190 210 230 %0 | 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510

Figura 45. Espectro de masas (IE) del compuesto obtenido en la estrategia A (Esquema 16), condicion 4
(Tabla9).
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N\\ | 0
NH -
Masa exacta: 74,02 HN{
OH

N—N
O
Masa Exacta: 157,05 N=N

Masa Exacta: 171,07

Esquema 17. Patrén de fragmentacion posible que explica los iones observados en el espectro de masas
que se presenta en la figura 43.

Seguidamente se explord la formacion del compuesto deseado (Esquema 16) a partir de
la generacidn del cloruro de &cido de un derivado de HYNIC y subsecuente reaccion con
el derivado TZ-aminooxi. En una primera instancia y como aproximacion a las
condiciones de reaccion se estudio la reaccion de activacion del acido HYNIC-Tfa con
SOCI; y posterior reaccion del haluro de acilo obtenido con piperazina mono-protegida
(Esquema 18, estrategia B.1). Luego de una reaccion en dos pasos, y un proceso de
purificacion, el producto se obtuvo con un rendimiento del 10 %. Seguidamente, se paso
alareaccion con el sistema de interés (Esquema 18, Estrategia B.2). Sin embargo, a pesar

de haber utilizado las mismas condiciones de la estrategia B.1, no se logr6 aislar el
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producto deseado. Un resultado similar se obtuvo cuando se estudio la reaccion con el

derivado HYNIC con el grupo protector Boc (Esquema 18, Estrategia B.3).

Estrategia B.1)

(0]
0 0 Oy_CF
AN 3
O« _CF O« _CF N Y
Ho)h Y 3% cl | X Y 3 Et;3N, tolueno, tamp BOC/N\) )J\(NJ\N/NH
oM e NPy H — N
H H Boc—N NH R=10%

Estrategia B.2)

i o L i ;\j_ N :
cl X }XF ¢ B >~ o 5
| N EtsN, DMF, tamp, ' N=N HN—/<_ -

N N (0] O
H N-N - HN -
(M D~ o :
T SOCI,, 90°C N=N HN—<_ ' o 1

o)

o) F \
o F NH,.HCI HN—NH '
HOJ\(j §)<|: D e e e e e e e e e e em—mm——m——————————— J
A _NH
N" N
H

Estrategia B.3)

(0] ! .
0.0 i N-N :
cl N Y N 0 !
| Et3N, tolueno, tymp N\ '
L P N=N HN—/<_ :
H N-N : o 0 !
T SOCl,, 90°C N=N HN{_ ' !
o) A ,
(0] \ | h
Ox© NHz HCL HN—NEOC :
HO™ N Y \’<
— _NH e !

N N

H

Esquema 18. Estrategia de sintesis planteada (B).

Ante los infructuosos resultados descritos previamente se decidio desarrollar un derivado
hidrofilico que contenga un espaciador de tipo polietilenoxi ya que las [1,2,4,5]tetrazinas
de partida se encuentran disponible comercialmente. Se propuso una ruta sintética sencilla
(Esquema 19, Estrategia C), en un unico paso, de acople del ligando bifuncional con dos
derivados tetrazina-PEG4-amina. La eleccion de las tetrazinas, metil o de-metil
sustituida, se baso en las diferencias en reactividad de las mismas en la IEDDA con
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TCO.1 El derivado 2 se obtuvo a partir de la reaccion de acoplamiento entre una
tetrazina-PEG4-amina sustituida con metilo comercialmente disponible y 6-
trifluoroacetilhidracinonicotinato de succinimidinilo en una mezcla de DMF/THF a
temperatura ambiente durante 24 h. El rendimiento final del compuesto purificado fue del
22 %. El perfil de HPLC (UV) obtenido para 2 se observa en la Figura 46. Si bien se
ensayaron iguales condiciones cuando se utilizd la tetrazina de-metilada no fue posible
aislar el producto deseado, observandose descomposicion del crudo en las condiciones
estudiadas, evidenciado por la pérdida del color caracteristico del sistema
[1,2,4,5]tetrazina (absorcion a 540 nm).

Con la tetrazina 2 se realizaron estudios quimicos, fisicoquimicos y bioldgicos que se

describiran mas adelante.

Estrategia C)
0 o]
H
0
o/\/ \/\O/\/o\/\NHz.HC| HNMO/\%lN O
]
q N \
HN.
NZN J\(j\ NZ N NH
N N U N A
N N%(N 07 "CF,
R R:-H )
-CHs R 2 R:-CHj
Esquema 19. Estrategia de sintesis planteada para otra TZ hidrofilica (C).
w7 *1000 T7_a
z,00
1,00
0,00
0,00 L,.00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 nin

Figura 46. Perfil de HPLC (UV 280 nm) observado para el compuesto 2.
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Seguidamente se planted explorar modificaciones estructurales a nivel del quelante
bifuncional que mejoren la hidrofilia del complejo final. Para ello, en base a los
antecedentes del trabajo Doctoral de Vania Texeira,?® se estudié la utilizacion del
derivado macrociclico conocido como cyclam, que presenta una estructura de tipo
tetraamino. Esta descrito que cyclam forma complejos di oxo de Tc(V) con carga neta +1
que, presentando eliminacion renal.?%* La sintesis fue realizada segin una metodologia
sintética descrita recientemente que incluye la incorporacion de una funcionalidad &cido
carboxilico que permite el acople al derivado tetrazina.2®2% Ademas, posee tres grupos
protectores t-butiloxicarbonilo (Boc) que deben ser removidos en la etapa final del
proceso de sintesis. En el esquema 20 (estrategia D) se puede apreciar la sintesis
empleada. El primer paso consistié en la proteccion de tres grupos amino con Boc
mediante una sustitucion nucleofilica (Sn). Seguidamente se incorporo un grupo éster por
Sn, que mediante un paso de hidrolisis dio lugar a la formacion del acido carboxilico
necesario para la union a un grupo amino del derivado TZ, a través de una reaccion de
activacion y posterior acople. Finalmente, no fue posible aislar el producto deseado en las
condiciones de desproteccion estudiadas ya que se evidencié en dichas condiciones

descomposicion del heterociclo tetrazina.
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Estrategia D)
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[NH HNj (BockO o [N N0 Br\)]\o/\ j
NH HN CHLCl O_ N HN DMF/K,CO;4 \)J\ A~
L R=31% X hid R= 88% X T
O O
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MeOH/NaOH
R= 89%
0 o NH,.HCI
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C s L A
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> N WA
o) Nen EtsN, DMF >‘/ \[r OH
| EDC, NHS
N °
d.4 N R=18% d.3

Esquema 20. Estrategia de sintesis planteada (D).

En otro abordaje se plante6 la incorporacion de un fragmento proveniente de un quelante
ampliamente utilizado en medicina nuclear, el DTPA. Para ello, se planted la sintesis del
bis anhidrido del &cido dietilentriaminopentacetico (e.1, Esquema 21) a partir del acido

dietilentriaminopentacetico,?%®

y posterior acople con un derivado tetrazina-PEG4-amina
(Esquema 21, Estrategia E). Sin embargo, no se obtuvo el producto deseado,

probablemente debido a problemas de solubilidad del anhidrido de DTPA.
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Estrategie E)

OH OH

o o
N 0
HomﬁN/\/ \/\N/\f Ac,O/Piridina OY\N/\/N\/\N/YO
o o 0 OH " bumso, 65°C Of K”/O
OH OH R= 33% 0 e.1 0

O\/\ /\/O\/\ /\/NHZ.HCI
0 O Et;N/DMF, 24 h 60 °C
NS

Esquema 21. Estrategia de sintesis planteada (E).

Finalmente, con el propdsito de aumentar la polaridad de la tetrazina portadora del
coordinante HYNIC se propuso la estrategia de sintesis F (Esquema 22). El derivado 3
((Tfa)-HYNIC-Gly-(Arg-Glu)2-Lys(Peg5-TZ)-CONH2>) fue preparado por el Prof. Fabio
Gallazzi de la Universidad de Missouri. Este derivado incorpora una secuencia peptidica
cargada, ademas de una cadena de polietilenoxi y del agente quelante HYNIC. La sintesis
del péptido acoplado al quelante 3a se llevé a cabo en fase sélida en un sintetizador de
péptidos automatico multiple. Posteriormente, 3a fue acoplado al derivado comercial TZ-
PEG5-NHS a través del grupo amino épsilon de la Lys C-terminal. Finalmente, luego de
su purificacion mediante HPLC y posterior liofilizacion, se obtuvo el compuesto 3 como

un solido rosa.
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Estrategia F)
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NH -Desproteccion Fmoc

-Activacién y acople
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® 0 T
HO,C XN
P

N NHNH-Boc

OwwLys-Glu-Arg-GIu-Arg-GIy-HYNIC-Boc

l Clivaje y desproteccion

Resina de Sieber

Lys-Glu-Arg-Glu-Arg-Gly-HYNIC-Tfa

)
(@) o)
N~ X
LN

‘ (Tfa)-HYNIC-Gly-(Arg-Glu),-Lys(Peg5-TZ)-CONH.,
3

Esquema 22. Estrategia de sintesis planteada (F).

A modo de resumen, las estrategias de sintesis planteadas dieron lugar a dos derivados
TZ portadores del agrupamiento quelante proveniente de HYNIC. Las estructuras de los

compuestos 2 y 3 se presentan en la Figura 47.

La elucidacion del producto 2 se realiz6 mediante experimentos de *H RMN, COSY,
HSQC, HMBC, *C RMN vy espectrometria de masas (IES-EM). A modo de ejemplo, en
la Figura 48 se muestra el espectro de masa donde es posible identificar 5 picos
mayoritarios, que corresponden a iones monoisotépicos cargados, siendo el pico de
595.18 el correspondiente al i6n molecular y el resto a iones producto de la
fragmentacion. El pico de mayor abundancia, a 539.26, podria corresponder a la
fragmentacion del grupo tetrazina con pérdida de CHsN2. En un estudio del patron de
fragmentacion de la 3,6-dimetil-tetrazina, Weiler et al. sugieren una pérdida inicial de -
N2, tipico de la fragmentacion de tetrazinas, seguido de un paso de descomposicién con
pérdida de -CH3 2’
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Figura 47. Derivados hidrofilicos de TZ obtenidos.
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Figura 48. Espectro de masas (IES) del compuesto 2.

La elucidacion del producto 3 se realizé6 mediante EM (Figura 49). Claramente se pudo

observar el monoion de 3, en su forma protonada (masa esperada de 1493.68 u), y el diién

de 3, en su forma diprotonada (masa esperada de 747.34 u).
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Figura 49. Espectro de masas (ESI) del compuesto 3.
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6.3.2 Marcacion con *°™Tc y estabilidad

Se realizo6 la marcacion con *™Tc de ambos derivados siguiendo un protocolo similar al
utilizado en 4.5.9. Brevemente, el procedimiento de marcacién de ambos compuestos
incluyd la reaccion de cada derivado, 2 6 3, con Na®"TcO4 a 37 °C durante 30 min en
presencia de cloruro estannoso y tricina como coligando. Se seleccioné nuevamente
tricina por los resultados de lipofilica mostrados en el capitulo anterior. Los complejos
radiomarcados se obtuvieron con rendimientos superiores al 90 % en todos los casos. En
las figuras 50 y 51, se presentan los cromatogramas de HPLC de los derivados
radiomarcados a partir de 2 y 3. Como en el caso del derivado 1, capitulos anteriores, la
desproteccién del grupo hidracino ocurre en las condiciones de marcacion, por tal motivo

los complejos son denominados *MT-2d y ®MTc¢-3d.

Ademas se comprobd que *°™T-2d y **"Tc-3d son estables en la mezcla de reaccion por
al menos 24 h (Tabla 10). La incubacion de los complejos radiomarcados en PBS a 37 °C
reveld una estabilidad moderada, especialmente después de 24 h. Por otro lado, se

mantuvieron estables cuando se incubaron con cisteina 1 mM a 25 °C

WwATT VA
100
50
0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 win
CPS +1000 ChE|
Lo,0
0,0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 win

Figura 50. Analisis de HPLC de fase reversa de la reaccion de marcacion del derivado 2 con %®™Tc. Se
muestra el perfil UV del reactivo 2 (arriba, tiempo de retencién 23.2 min, Abs 280 nm), y el complejo
radiomarcado utilizando tricina como coligando (abajo, tiempo de retencién 20.1 min, deteccién gamma).
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Figura 51. Analisis de HPLC de fase reversa de la reaccién de marcacion del derivado 3 con *™Tc. Se
muestra el perfil UV del derivado 3 (arriba, tiempo de retencion 12.8 min, Abs 280 nm), y el complejo
radiomarcado utilizando tricina como coligando (abajo, tiempo de retencién 11.5 min, deteccion gamma).

Tabla 10. Ensayos de estabilidad de derivados radiomarcados a partir de 2 y 3. La integridad y estabilidad
de los compuestos radiomarcados se estudiaron en la mezcla de reaccion (25 °C), PBS (37 °C), y cuando se
expusieron a cisteina 1 mM (25 °C).

% Compuesto radiomarcado

Tiempo
(h) Mezcla de reaccion PBS Cisteina 1TmM
9mTc.2d 99mTc-3d 9mTc.-2d 99mTc-3d 99mTc.2d 99mTc.3d
1 98.2 98.0 95.3 98.1 98.9 99.1
4 98.6 98.2 86.3 96.0 98.1 97.5
24 98.0 98.0 725 73.8 92.7 99

6.3.3 Coeficiente de particion, union a proteinas séricas y caracterizacion

biolégica.

El coeficiente de particion en n-octanol/PBS de ambos compuestos radiomarcados se
muestra en la Tabla 11. Como se esperaba, el compuesto *™Tc-3d presentd la mayor
hidrofilia con un Log P de -1.05 + 0.02, mientras que se observo un valor de -0.62 £ 0.03
para **"Tc-2d. Ambos, como también era de esperar, resultaron méas hidrofilicos que 1d-
9MTc. Por otro lado, los ensayos de union a proteina revelaron que los porcentaje de union
a proteinas son similares para ambos complejos, *°*™Tc-2d exhibi6 una fraccion del 14 +

3% unido a proteina, mientras que *™Tc-3d un 16 + 4%.
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Tabla 11. Valores de coeficientes de particion n-octanol/PBS para los radio-derivados obtenidos

Derivado TZ Log P
%mTc-1d -0.54 £0.07
9mTc-2d -0.62 £ 0.03
9mTc-3d -1.05 £ 0.02

Con el objetivo de confirmar la hipotesis que los cambios en la estructura orientados a
aumentar la polaridad podrian tener efecto en el perfil observado en la biodistribucion, se
realizo la evaluacion bioldgica de **™Tc-2d y *™Tc-3d en ratones normales C57 BL/6J.
Los estudios de biodistribucion se realizaron luego de 1, 4 y 24 h post administracion de
cada compuesto. Como se puede observar en la Tabla 12, ambos compuestos se
eliminaron rapidamente de sangre, presentando el derivado **™Tc-2d un 0.95 + 0.40 %
DI/g y el derivado **™Tc¢-3 un 2.23 + 0.45 % DI/g 1 hora después de la inyeccion. Sin
embargo, se observé un notable cambio en la via de eliminacion entre *™Tc-2d y %®MTc-
3d. Asi, el complejo ®™Tc-2d se elimind principalmente a través de la via hepatica con
un % Dl/g de 9.91 £+ 0.97 y 23.35 + 3.84 en higado e intestinos, respectivamente, 1 h
después de la administracion. Pero, por otro lado, el complejo *™Tc-3d mostré una
acumulacién a nivel gastrointestinal reducida, observandose en higado e intestinos un %
DI/g menor a 1, luego de 1y 4 h de la inyeccion. En concordancia, se observo para **™Tc-
3d un notorio incremento en la eliminacion renal evidenciado con un 81.92 + 5.06 % DI
eliminada por la orina luego de 1 h y un %DI/g de 3.37 + 2.22 y 3.02 £+ 0.81 en rifiones
luegode 1y 4 h.

Debido al perfil farmacocinético favorable observado para ®*™Tc-3d en la biodistribucion
de ratones normales, dicho derivado fue seleccionado para continuar con la evaluacion de

la IEDDA y prueba de concepto in vivo.
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Tabla 12. Biodistribucion de *™Tc-2d y**™Tc-3d a 1, 4 y 24 h en ratones normales C 57 BL/6J (n = 3).
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando un test ANOVA de dos vias con Bonferroni ((f) p

<0.05).
% Dosis inyectada / gramo de 6rgano (%DI/g)
¥"Te-2d $mTc-3d

Organos 1h 4h 24 h 1h 4h 24 h

Sangre 095+040 1.10+£090 047+041 | 2234045 1.19+047 0.8620.72
Higado 9.91+0.97" 858+1.07" 6.74+1.49' | 0.79+0.17" 0.63+0.21" 0.72£0.27'
Corazon 045+042  017+005 057+059 | 0764020 0.41+0.30 0.61=0.55
Pulmones | 0.78+0.37 133+189 030%029 | 1.13+0.36 0.97+0.68 0.71+0.47
Bazo 354+1.11 359+057 4.61+1.81 | 1.04+087 034+021 2201.10
Rifiones 1204038 091+010 061+0.39 |3.37+222 3.02+081 2260.13
Tiroides 080+0.69 0.13+007 035+024 | 1.09+0.19 0.63+043 1.27+0.73
Musculo 038+045 0.08+006 0.79+0.68 | 024+009 020+020 0.36=0.56
Hueso 024+0.13  024+012 0.67+021 | 053+0.12 0.34+023 0.57+0.64
Estomago | 5.31+364 160+0.88 15.068.627 | 242+£052 294+120 2.67+0.71
Intestinos | 23.35+3.847 29.89 +1.24" 16.13+6.87' | 0.51£0.107 0.83 +0.36" 2.16 £0.75"

% Dosis inyectada (%Dl)
\(/);j'igz Y1 3000+11.14 28.80+7.25 59.30+14.61 81924506 88.14+4.34 90.93+2.20

6.3.4 Cinética de la reaccion entre el sistema TCO y ?°"Tc-3d

Debido a que el derivado 3 contiene una tetrazina mas reactiva y que el complejo

correspondiente se utilizaria en los estudios in vivo, se decidié evaluar la reactividad de

esta [1,2,4,5]tetrazina luego del proceso de marcacién. Para ello se evalud la cinética de

la reaccion entre el derivado TCO y ®™Tc¢-3d en PBS a 25 °C. Asi, se determin6 una

constante de velocidad de segundo orden de 3720 + 323 Ms? (reaccion completa al

minuto a 5 uM de TCO, véase la Figura 52). Esta constante es del orden de las descriptas

en la literatura para otros sistemas TZ y TCO.!36.145
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Figura 52. Cinética de la reaccion entre ®™Tc-3d y TCO.

6.3.5 Numero de TCO reactivos por anticuerpo e IEDDA in vitro

Con el fin de evaluar la reaccion bio-ortogonal entre TCO y %™MTc-3d, en esta oportunidad
se utiliz6 el AcMo bevacizumab como prueba de concepto. Para ello, el mismo se conjug6
con un exceso molar de NHS-TCO de 10:1 (TCO:AcMo). El nimero de grupos TCO
reactivos presente por molécula de anticuerpo se determind mediante electroforesis en
SDS-PAGE (Figura 53). La deteccion se realizo a traves de una sonda fluorescente, para
lo cual se incubo el anticuerpo conjugado con diferentes relaciones molares de TZ-CY7
(1, 3, 6, 9 y 12). El andlisis de bandas del gel dio como resultado un promedio de 3.2 +
0.3 molécula de TCO por molécula de anticuerpo. Ademas, se demostré que la reaccién
de IEDDA se llevé a cabo con éxito en la superficie del anticuerpo y es estrictamente

dependiente de la presencia de grupos de TCO conjugados al AcMo.
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Figura 53. Cuantificacion de SDS-PAGE TCO/AcMo. Gel de SDS-poliacrilamida tefiido con Coomassie
(arriba) y deteccion fluorescente (abajo). En los carriles 1 a 5, marcador de peso molecular, bevacizumab,
bevacizumab-TCO, bevacizuamb + TZ-Cy7 y TZ-Cy7 respectivamennte. En los carriles 6 a 10 TZ-Cy7 +
bevacizumab-TCO con relaciones molares de 1:1, 3:1, 6:1, 9:1 y 12: 1, respectivamente.

6.3.6 Actividad in vitro de bevacizumab-TCO

El reconocimiento in vitro de bevacizumab-TCO por su diana molecular se verificd
mediante resonancia plasmonica superficiales (SPR, del inglés Surface Plasmon
Resonance). Para dicho fin se llevé a cabo la inmovilizacién covalente de VEGF165 en
un chip sensor y se comparé cualitativamente la union de bevacizumab-TCO respecto de
bevacizumab a diferentes concentraciones durante un minuto, seguido de tiempos
variables de disociacion. Las sefiales de asociacion obtenidas para ambos anticuerpos por
el VEGFies son relativamente similares, especialmente a 10 nM, notdndose una ligera
disminucion en la respuesta obtenida a 50 nM. Durante la fase de disociacion, ambos
anticuerpos muestran una sefial relativamente constante y sin pendiente, sugiriendo que
la constante cinética de disociacion es muy lenta para ambos anticuerpos a todas las
concentraciones estudiadas luego de 3 minutos de disociacién (Figura 54) y 10 minutos
de disociacion (datos no se muestran). Estos resultados confirman la inmunoreactividad
de bevacizumab-TCO luego del proceso de conjugacion y afinidades cualitativamente

comparables con bevacizumab.
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Figura 54. Estudio de union de bevacizumab y bevacizumab-TCO por VEGFi65 mediante ensayo de SPR.
El homodimero VEGFi65 se inmovilizé en la celda de flujo, y se inyectaron los anticuerpos a distintas
concentraciones (10 ulL/min). Curvas en rojo y azul bevacizumab y bevacizumab-TCO a 10 nM
respectivamente. Curvas en verde y amarillo bevacizumab y bevacizumab-TCO a 50 nM respectivamente.

6.3.7 Evaluacion biolégica

Seguidamente se estudi6 la reaccion bio-ortogonal in vivo mediante un abordaje pre-
dirigido. La reaccion bio-ortogonal se evalué mediante experimentos de biodistribucion
e imagenes SPECT-CT en ratones C57 BL/6J portadores de tumores de melanoma

inducido con células B16-F10.

6.3.7.1Ensayos de biodistribucion

El protocolo de marcacién pre-dirigido utilizado se esquematiza en la Figura 55.
Brevemente, se administro de forma intravenosa de bevacizumab-TCO (100 ug) y se le
permitio circular durante 24h, momento en el cual se administro la segunda etiqueta bio-
ortogonal ®™Tc-3d. Luego de 1, 4 y 24 h posterior a la segunda inyeccion, los animales

se sacrificaron y se procedié a realizar la biodistribucion.
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Figura 55. Protocolo de administraciones utilizados para la prueba de concepto de IEDDA in vivo mediante
ensayos de biodistribucion.

Los resultados obtenidos (Tabla 13) muestran una captacion tumoral de 3.93 £ 0.72 %
DI/gy5.54 +2.00 % Dl/g a1y 4 h post-inyeccion, con una disminucion a 1.01 £ 0.49 %
Dl/g a las 24 h. La baja captacién tumoral en el grupo control negativo (sin inyeccion de
AcMo-TCO) de 4 h, sugiere que la acumulacion en el tumor se asocid con la acumulacion
de bevacizumab-TCO a nivel tumoral y no con la acumulacion inespecifica de la TZ
Utilizando relaciones

radiomarcada. la estrategia pre-dirigida se obtuvieron

tumor/musculo de 5.6 £1.8,9.4+1.8,9.0 £ 3.7 a 1, 4 y 24 h respectivamente.

Tabla 13. Biodistribucion de 3d-**"Tc mediante estrategia pre-dirigida con bevacizumab-TCO en ratones
C 57 BL/6J portadores de tumores inducidos con células B16-F10, a 1, 4 y 24 h (n=4). Grupo control recibié
bevacizumab en lugar de bevacizumab-TCO, (n=4).

% Dosis inyectada / gramo de 6rgano (%D1/g)

Organos 1h 4h 24 h 4 h (grupo
control)
Sangre 12.09 £ 2.10 9.27+3.11 1.06£050 0.28+0.03
Higado 3.09+£0.70 2.28 +1.03 0.34+0.15 0.40+0.19
Corazon 3.13+0.53 242 +1.22 029+0.12 0.15+0.03
Pulmones 577 +1.46 4.16 + 2.04 0.60+0.25 0.81+0.40
Bazo 3.07 £ 0.57 2.84+1.23 040+£0.20 0.37x0.12
Rifiones 18.03+3.04 1400+£330 1.71+042 580%141
Tiroides 1.90£0.86 1.99+1.20 0.28+0.15 0.19+0.04
Musculo 0.73+0.11 0.62 +0.28 0.11+0.04 0.07+0.01
Hueso 1.89+0.38 1.17+0.44 0.20+0.09 0.13+0.03
Estomago 2.00 £ 0.54 1.56 £ 0.60 0.22+0.08 0.23+0.04
Intestino delgado 1.77£0.30 1.61+£0.65 0.16 £0.07 0.17+0.03
Intestino grueso 2.20+£0.82 1.75+£0.79 0.18+0.11 0.18+0.03
Cerebro 0.25+0.09 0.20 £ 0.08 0.03+0.01 0.01+0.01
Tumor 3.93+0.72 5.54 +2.00 1.01+049 111+0.25
% Dosis Inyectada
Orinay Vejiga 55.65 + 7.90 50.37 £28.79 0.04 +0.03 8.77 +10.87
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Por otro lado, en comparacion con la biodistribucion en animales sanos (Tabla 12),
algunos 6rganos mostraron niveles de radioactividad aumentados (sangre (5 veces),
riflones (5 veces), higado (4 veces), corazon (4 veces), pulmones (5 veces) e intestino (4
veces)) luego de 1 y 4 horas de la inyeccion del radiomarcado, lo que posiblemente es
debido a la presencia de bevacizumab-TCO en dichos 6rganos. La acumulacion de
bevacizumab-TCO en los mencionados érganos puede explicarse por la presencia de
VEGF-A en tejidos normales. EI VEGF participa en varias funciones fisioldgicas
aumentando la permeabilidad vascular y estimulando la proliferacion y migracion de
células endoteliales, entre otras cosas. Adiocionalmente, se ha confirmado la expresién
de su ARNm en varios tejidos normales, por ejemplo, en el epitelio del glomérulo en el

rifdn, pulmon, glandula suprarrenal, corazdn, higado y mucosa gastrointestinal 208299

6.3.7.2Imagenes PET y SPECT-CT

Con el objetivo de evaluar la reaccion de cicloadicién in vivo mediante imagenes SPECT-
CT previamente al comienzo del protocolo de imagenes SPECT-CT, se realizaron
iméagenes PET con [*®F]FDG de acuerdo con el protocolo que se esquematiza en la figura
56. La adquisicion previa de imagenes PET, permitié en primer lugar, confirmar la
presencia de tumores de melanoma en los ratones C57 BL/6J y, en segundo lugar, debido
a que la [*F]JFDG es el agente de diagnostico estandar, permitira realizar una
comparacidn cualitativa de la estrategia planteada en esta tesis doctoral. Asi, las imagenes
PET adquiridas luego de 45 min de la administracion del radiofarmaco se presentan en la
figura 57, 4 de estos animales fueron seleccionados para la prueba de concepto posterior
y 2 de estos animales se seleccionaron como control (C1 y C2). Asi, luego del
procesamiento de las imagenes, es posible identificar la presencia tumoral como zonas de
hipercaptacion en las regiones de inyeccion, siendo mas facilmente visualizarlo en

aquellos ratones que presentaban tumores palpables.

I"FIFDG Bevacizumah-TCO %mTe-3
\ o, | |
“ Dia1 Dia 2 24h Qih 218“ 481“
Imégenes PET Imagenes SPECT-CT

Figura 56. Protocolo de administraciones utilizados para la prueba de concepto de IEDDA in vivo
mediante ensayos de biodistribucién.
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Transversal Coronal Sagital Transversal Coronal Sagital

Figura 57. Imagenes micro-PET [*F]FDG, de izquierda a derecha se muestran los cortes transversal,
coronal y sagital, en la interseccion de lineas blancas se sefiala la captacion tumoral. Animales 1, 2, 3y 4
se utilizaron posteriormente en la prueba de concepto, animales C1 y C2 se utilizaron posteriormente como
control.

Una vez transcurridas 24 h, se realizd el protocolo de inyeccion de la estrategia pre-
dirigida (dia 2, Figura 56). Las imagenes SPECT/CT obtenidas para bevacizumab
utilizando una estrategia pre-dirigida confirmaron los resultados observados en la
biodistribucién. Se observé una alta captacion tumoral y baja radiactividad en tejidos no
diana, excepto en los rifiones, principalmente en aquellas iméagenes realizadasa 1y 4 h
(Figura 58 A y 58 B, respectivamente). Las imagenes realizadas a 24 h, presentaron muy
baja actividad, sin embargo fue posible visualizar que la actividad remanente se localizd
en la region del tumoral (Figura 59). Otra observacion interesante fue la acumulacién
heterogénea del radiotrazador dentro del tumor, lo que sugiere la expresion heterogénea
de VEGF en el microambiente tumoral. En concordancia con los datos de la
biodistribucidn pre-dirigida (Tabla 13), los rifiones fueron los érganos no blanco con la

mayor captacion, siendo claramente identificados a 1 y 4 h, y disminuyendo a las 24 h.
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El animal control que recibid bevacizumab no conjugado (C2), no presenté acumulacion
tumoral inespecifica de **™Tc-3d y demostrando que la acumulacion en la region tumoral
estd asociada con la reaccion bioortogonal entre bevacizumab-TCO y la TZ radiomarcada
(Figura 58 C y 58 D). El animal control, bloqueado previamente con bevacizumab
intraperitoneal, presentd una imagen tumoral reducida como se puede apreciar en la
imagen de 1 h (Figura 60).
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Transversal Coronal Transversal Coronal

Transversal

Figura 58. Imigenes SPECT-CT del animal 1, en A) 1 h'y B) 4 h después de la administracion de **™Tc-
3d en raton previamente administrado con bevacizumab-TCO. Imagenes SPECT-CT del control C2
(administrado con bevacizumab no conjugado) en C) 1 h y D) 4 h después de la administracion de *™Tc-
3d. La flecha blanca indica la ubicacion del tumor
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Sagital Coronal Transversal Sagital Coronal Transversal I

Figura 59. Imagenes SPECT-CT pre-dirigidas a 24 h de los animal 1(izquierda) y 4 (derecha). En cada
imagen de izquierda a derecha se muestran los cortes transversal, coronal, y sagital,

Sagital Coronal Transversal

Figura 60. Iméagenes SPECT-CT del control C1 (bloqueado con 5 mg de bevacizumab, previa
administracion de bevacizumab-TCO), 1 h post-inyeccion de ®™Tc¢-3d. La flecha blanca indica la ubicacion
del tumor.
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6.4 Discusién y conclusiones

En el capitulo 11 se describio el uso de la IEDDA como herramienta de marcacion de
biomoléculas in vivo utilizando el radionucleido *™Tc. El uso de agrupamientos
derivados de HYNIC como ligando bifuncional result6 en elevadas PRQ en condiciones
de marcacion suaves.’®? Recientemente, otros trabajos describieron la marcacion de
moléculas con *MTc basadas también en IEDDA, pero utilizando otros sistemas
quelantes. En este sentido, se ha descripto la marcacion de tetrazina a traves de un ligando
tridentado basado en imidazol y la formacion de un complejo de Tc(l) [2+1] a partir de
bipiridina e imidazol.***64165 Sin embargo, el comportamiento in vivo de las tetrazinas
radiomarcadas con *°™Tc se ha caracterizado por acumulacion inespecifica significativa
en el tracto gastrointestinal, probablemente debido a las propiedades hidrofébicas de los
mismos.136:162164.165 De forma que la estrategia pre-dirigida signifique un avance en el
disefio de agentes de imagen, es conveniente que la segunda etiqueta bio-ortogonal se
elimine rdpido del organismo y ademas presente baja acumulacién inespecifica en
6rganos no blanco. En este sentido, se planted la hip6tesis que la incorporacion de grupos
polares en el derivado HYNIC-tetrazina, resultarian en un aumento en la via de
eliminacidn renal dando como resultado una farmacocinética mejorada y una menor sefial

de fondo en las imagenes.

Distintas estrategias sintéticas fueron abordadas con el objetivo de incorporar o bien
espaciadores que aporten polaridad a la molécula u otros agrupamientos quelantes. En
este sentido, se obtuvieron dos nuevos derivados de TZ, ambos con el agrupamiento
quelante HYNIC. Se exploré la incorporacion de una cadena de polietilenoxi en el
derivado estudiado en el capitulo anterior, resultando el derivado 2 (Figura 47). Mientras
que el derivado 3 (Figura 47), incluyé la extension de la cadena de polietilenoxi y la
adicién de una cadena polipeptidica que contiene aminoéacidos polares, a saber Arg, Glu
y Lys. El derivado 3 involucr6 una de-metil-TZ que, ademé&s de darle més polaridad,

favorece una mayor reactividad en la IEDDA con TCO.36:145

Los derivados 2 y 3 se marcaron con **"Tc¢ utilizando tricina como coligando.
Condiciones de marcacion similares a las utilizadas previamente, condujeron a PRQ
superiores al 90 % en todos los casos, lo que permitio trabajar sin procesos de purificacién
posteriores. Los cromatogramas de radio-HPLC de las mezclas de reaccion, mostraron la
presencia de isdmeros radiomarcados, fendmeno que a menudo se observa para moléculas
marcadas con **"Tc¢ a través del complejante HYNIC.
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Una comparacion de los coeficientes de particion n-octanol/PBS de las tetrazinas
radiomarcadas, fue el primer indicio del efecto de los conectores sobre las hidrofobicidad
de los compuestos. La inclusion de la cadena de polietilenoxi en ®™Tc-2d result6 en una
modesta reduccion del valor del coeficiente de particion con respecto al andlogo padre
1d-%"Tc. Como era de esperar, la adicion de una cadena peptidica con aminoacidos

polares en %MTc-3d, resultd en el compuesto menos hidrofdbico.

Con el fin de explorar el comportamiento bioldgico de los derivados **™Tc-2d y %MTc-
3d se realizaron ensayos de biodistribucion en ratones normales a 1, 4 y 24 h,
Curiosamente, a pesar de los antecedentes que describen el uso de cadenas de tipo
polietilenoxi para aumentar la eliminacion renal 137210211 esta modificacion en *MTc-2d
no produjo un marcado cambio en el perfil farmacocinético en comparacion con los datos
de biodistribucién observados para el derivado padre sin espaciador hidrofilico (seccién
5.5.12.2). En este sentido, un trabajo de 2017 sobre derivados de tetrazina marcados con
17u, describe una via de eliminacion hepatica cuando se utiliza un conector de
pentakis(etilenoxi) y una eliminacion renal cuando se utiliza un conector de
heptakis(etilenoxi) o mayor, un aspecto a considerar en el desarrollo de futuros

derivados.?*?

Por otro lado, un cambio notable se observé en la via de eliminacion entre ®™Tc-2d y
9MTc-3d. Si bien ambos compuestos mostraron bajos % DI/g en sangre, mientras el
compuesto **™Tc-2d presenté elevada acumulacion en el tracto gastrointestinal, ™ Tc-3d
mostr6 una acumulacion reducida en el higado y los intestinos y un aumento de la
eliminacién por via urinaria. Las diferencias observadas podrian ser atribuibles a la carga
del compuesto radiomarcado, producto de la carga neta que aporta el polipéptido
incorporado. En relacion a los resultados observados, un trabajo reciente describe
aspectos relevantes que permiten correlacionar la estructura con el comportamiento in
vivo de TZ radiomarcadas.?*° Por ejemplo, en dicho trabajo, se observo que a mayor carga
neta del radioligando, resultado de la presencia de péptidos ionizables en su estructura,
menor es la hidrofibicidad del mismo. Adicionalmente, la introduccion de residuos
aminoacidicos tiene influencia en la via de eliminacién, siendo las moléculas que
presentan carga neta eliminadas preferentemente a través de filtracién glomerular a nivel
renal, mientras que moléculas con carga neta neutra tienden a una eliminacion hepatica.
Ademas, la incorporacion de Lys en el conector resulta en una retencion del radioligando

en el rifion, una caracteristica observada también en los radiopéptidos que presentan Lys

83



en su secuencia.’*3?4 Asi, los resultados observados en este trabajo para los complejos

con %MTc¢ estan en concordancia con la tendencia observada previamente por Lewis et al.

Con el objetivo de estudiar la reaccién bioortogonal para el diagnéstico de cancer, en este
capitulo se opt6 por explorar la aplicacion de la estrategia pre-dirigida en la deteccion de
VEGF-A un factor de crecimiento pro-angiogénico y presente en niveles elevados en el
microambiente tumoral. El gen VEGF-A puede dar lugar, por “splicing” alternativo, a
seis isoformas de 121, 145, 165, 183, 189, y 206 aminoacidos; siendo VEGF-165 la
isoforma predominante.?*>21¢ Sj bien VEGF-165 es un factor secretado, una porcion del
mismo permanece asociado a la membrana celular y matriz extracelular a través de su

union a proteoglicanos de heparan sulfato o0 HSPGs.'*®

El AcMo humanizado bevacizumab esta dirigido contra el epitope codificado por el exén
4 del gen VEGF-A, presente en todas las isoformas. Estudios previos han explorado el
potencial de bevacizumab como agente de imagen molecular,'®11%4217 sjendo la
acumulacién tumoral de bevacizumab radiomarcado asociada a la expresion de las
isoformas VEGF-165 y -189 a nivel de la membrana celular y matriz extracelular.?!’ Si
bien se han observado elevados %DI/g a nivel tumoral en distintos modelos tumorales, la
farmacocinética intrinseca de los AcMo ha limitado sus aplicaciones, siendo necesarios
entre 3 y 7 dias para reducir la sefial de fondo en las imagenes.?!’ En este sentido, el

abordaje a través de una estrategia pre-dirigida podria significar un avance.

Debido al perfil de biodistribucion de *®*"Tc-3d en ratones normales, los estudios de la
reaccion in vivo se llevaron a cabo con dicho compuesto. Los resultados de estudios de
biodistribucién con la estrategia pre-dirigida en ratones portadores de tumor mostraron %
Dl/gde 3.93+0.72 % DI/gy 5.52 + 2.00 % Dl/ga 1y 4 h en tumor. En comparacion los
resultados obtenidos en un trabajo previo, en un modelo de melanoma murino similar
mediante estrategias de marcacion clasicas, presenta una captacion tumoral similar.*** Sin
embargo, la estrategia pre-dirigida permitié reducir la actividad presente a nivel
sanguineo entre tres y dos veces, luego de 1 y 4 h respectivamente. Una reduccion similar
se observd a nivel hepético con valores de % DI/g que se redujeron tres veces (8.40 +
1.41 vs 3.08 + 0.69 a 1h).*** Esto resultados demuestran que el protocolo utilizado en la

estrategia pre-dirigida logré una mejora en el perfil de biodistribucion.

Cuando se compara los resultados obtenidos en la biodistribucion entre la estrategia pre-

dirigida y la biodistribucion intrinseca de *®"Tc-3d en ratones sanos, los niveles de
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radioactividad presentes en la sangre y los rifiones fueron marcadamente superiores en la
estrategia pre-dirigida (5 veces superior en ambos drganos a 1 h). Estas diferencias
observadas podrian explicarse por la presencia de bevacizumab-TCO circulante en el
organismo, aun luego de transcurridas 24 h. De forma similar, otros érganos como los
rifiones, higado, corazdén, pulmones e intestinos también mostraron aumentos moderados
de % DlI/g que no se observaron ni en las biodistribuciones en ratones normales ni
tampoco en el grupo control de 4 h que recibi6é bevacizumab sin TCO. La presencia de
captacion en dichos dérganos, podria explicarse debido a la presencia de bevacizumab-
TCO asociada a la expresion de VEGF en dichos 6rganos en condiciones normales. 208299
Una tendencia que también se observa en trabajos previos donde se administrd

directamente bevacizumab radiomarcado.161194.217

Las imagenes SPECT-CT utilizando una estrategia pre-dirigida confirmaron los
resultados observados en la biodistribucion. Las imagenes micro SPECT-CT adquiridas
no sélo permitieron visualizar claramente el tumor en todos los casos, especialmente a 1
y 4 h post administracion de la sonda radioactiva. Los controles incluidos permitieron
demostrar nuevamente que la acumulacion de **™Tc-3d no se debe a una acumulacion
inespecifica en el tumor, sino asociada a la reaccion bio-ortogonal y presencia de
bevacizumab-TCO a nivel tumoral. Ademas, la acumulacion especifica de bevacizumab
se evidencio por una reduccion parcial en la captacion a nivel tumoral en el animal que
recibié previamente una dosis de bevacizumab. Por otro lado, la disminucion en la
captacion gastrointestinal observada en comparacion con el derivado descrito en el
capitulo I, resulté en imagenes de menor sefial de fondo. El érgano no blanco con mayor
captacion y claramente visible en las imagenes fue el rifidén, posiblemente debido a la
presencia de Lys en la secuencia peptidica del mismo. Un resultado poco deseable,

aungue modificable en el disefio racional del conector en futuros derivados.

Las imagenes PET de [*®F]FDG, ademas de confirmar la presencia de tumor previo al
inicio del protocolo de administraciones, permitié comparar la estrategia planteada con
una herramienta diagndstica utilizada de rutina en el diagnostico de distintos tipos de
cancer. En este sentido, ambos agentes de imagen permitieron identificar los tumores
aunque con diferencias. Por un lado, con [*®F]FDG las zonas tumorales se identifican por
regiones de captacion intensa. Sin embargo, en algunos casos, la regién tumoral no quedd
completamente delimitada. En este sentido, cabe destacar que la [*®F]FDG es un marcador

que da cuenta de la actividad metabdlica de las células por lo que otros tejidos normales
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pueden presentar captacion de la misma en condiciones fisioldgicas. Por ejemplo, el tejido
adiposo pardo, en determinadas condiciones de temperatura puede presentar una
captacion de la sonda.?!® Por otro lado, la baja sefial de fondo observada en la estrategia
pre-dirigida permitié una clara definicion de la zona tumoral, incluso en tumores
pequefios. Ademas, fue posible observar zonas de hipercaptacion e hipocaptacion dentro
del mismo tumor, revelando la heterogeneidad en la expresion del blanco a nivel tumoral.
Desde un punto de vista de la informacion funcional provista por ambos agentes de
imagen, ambas sondas brindan informacion complementaria de procesos de la fisiologia
tumoral. Por un lado, la [*8F]FDG aporta informacion de la actividad del metabolismo de
la glucosa del tumor mientras que bevacizumab permite aproximarse a los procesos
angiogénicos del mismo. Adicionalmente, cabe destacar que la estrategia pre-dirigida,
permite visualizar aquellos anticuerpos presentes asociados a la membrana o matriz

extracelular.
En suma,

- Se desarrollaron dos derivados tetrazina portadores del ligando bifuncional HYNIC.

- Ambos derivados se marcaron con ®™Tc de manera eficiente en condiciones de
reaccion suaves y mostraron ser estables en las condiciones estudiadas.

- Las modificaciones estructurales incorporadas en los mismos, resultaron en
derivados mas hidrofilicos.

- Laincorporacion de una cadena de tetrakis(etilenoxi) resulté en un derivado con
via de eliminacién predominantemente gastrointestinal, mientras que la adicion
de una cadena peptidica con aminoacidos cargados, dieron lugar a una eliminacién
principalmente renal.

- La evaluacion de la reaccion in vivo en base a una estrategia pre-dirigida, en la
prueba de concepto seleccionada, a través de estudios de biodistribucion e
iméagenes SPECT-CT fue positiva. Se alcanzaron % DI/g en tumor similares a los
observados con estrategias de marcacion clasica en modelos tumorales similares.

- La estrategia pre-dirigida mostrd ser una estrategia de marcacion efectiva de

anticuerpos monoclonales, dando lugar a imagenes con menor sefial de fondo.
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6.5 Materiales y Métodos
6.5.1 Sintesis organica

6.5.1.1Producto estrategia B.1

En un baldbn con atmoésfera de No se disolvio el 4&cido 6-(2-
trifluoroacetil)hidrazinonicotinico (0.1 g, 0.63 mmol) en 1 mL de tolueno seco.
Seguidamente se adicionaron con jeringa piridina (20 pL, 0.26 mmol) y SOCI;
previamente destilado (35 L, 4.8 mmol). La mezcla se calentd durante 2 h a reflujo. El
exceso de SOCI; se elimind a presion reducida y el crudo nuevamente se disolvio en una
mezcla de tolueno seco (1 mL) y trietilamina (8.5 pL, 0.118 g). Luego de 10 min se
adicion0 1-(tert-butiloxicarbonil)piperazina (0.118 g, 0.635 mmol) disuelta en tolueno
seco (1.5 mL). Luego de agitar a temperatura ambiente durante 3 h, se elimino el tolueno
a presion reducida, co-destilandolo con hexano, y se realizaron sucesivos repartos con
CHCI2:H20. El crudo es purificado por columna de silica (AcOEt:éter de petroleo,
gradiente 1:1 a 9:1). El producto final se obtuvo como un sélido de color blanco (5.5 mg,
10 %).

0
Os__CFj
Y N~ N~
Oj< H
IH-RMN (400 MHz, MeOH-da) & (ppm): 8.23 (d, Ju-n = 1.6 Hz, 1H, Py-H), 7.73 (dd, Ju-
W= 8.7, 2.2 Hz, 1H, Py-H), 6.79 (d, Ju-+ = 8.3 Hz, 1H, Py-H), 3.63 (sa, 4H, CH>), 3.51

(sa, 4H, CH2), 1.49 (s, 9H, C(CH3)s). 3C-RMN (101 MHz, MeOH-da) 5 (ppm): 169.10,
168.49,158.32, 154.84, 146.47, 137.56, 122.47, 106.79, 80.76, 42.30, 27.18.

6.5.1.2Cyclam-(Boc)s (d.1)

A una solucién conteniendo Cyclam (0.2 g, 1 mmol) en CH2Cl; seco (2mL), se adiciond
una solucién de di-ter-butildicarbonato (Boc20O) (0.5 g, 2.3 mmol, pureza) en 6 mL
CH.Cl; seco. La reaccion de deja durante 2h en agitacion a temperatura ambiente. Luego
el exceso de disolvente se evapora a presion reducida y el crudo se purifica por CCF
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utilizando silica flash y una mezcla de CH2Cl:MeOH (95:5) como fase movil. El

intermedio d.1 se obtuvo como un solido incoloro (0.154 g, 31 % ).
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1H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.30 - 3-41 (m, 12 H, Ha, He, He, Hias, Hsa', Hp),
2.82-2.74 (M, 2H, He), 2.62 (sa, 2H, Hsa), 1.94 (M, 2H, Hax), 1.72 (M, 2H, Hza), 1.47
(m, 27H, CHs). 3C-RMN (101 MHz, CDCl3) & (ppm): 155.47 (CO), 79.48 (C(CHs)),
50.52 (CE), 49.97-46.77 (C1ab.cia3a'0), 45.86 (Caa), 29.71 (Can’), 28.78 (Czn), 28.49
(CHa).

6.5.1.3 Cyclam-(Boc)3-EA (d.2)

En un baldn de dos bocas con atmosfera de N2 se disolvié el compuesto d.1 (0.154 g, 0.3
moles) en DMF (1.5 mL). Seguidamente se adicionaron 2-bromoacetato de etilo (0.9 eq)
y KoCO3z (1.5 eq). La mezcla se agito a 80 °C durante 16 h. El disolvente se elimino a
presion reducida co-destilando con tolueno/hexano. El crudo obtenido es purificado por
CCF utilizando silica y una mezcla de CH2Cl2:MeOH (95:5) como fase movil. El

compuesto d.2 se obtuvo como un sélido blanco (0.159 g, 88 %).

2A

O ' a0
ALK

IH RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 4.15 (q, Jr-c = 7.0 Hz, 2H, Hg), 3.35-3.27 (m, 14
H, Hia, Hg, Hc, Hia’, H3a, HD, HF), 2.83 (S, 2H, HE), 2.65 (S, 2H, H3A), 1.90 (m, 2H,
Haa"), 1.68 (M, 2H, Hza), 1.46 (M, 27H, CHs), 1.27 (t, Ju.c = 7.1 Hz, 3H, H). 3C-RMN
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(101 MHz, CDCls) & (ppm): 171.06 (CCO), 155.75 (NCO), 79.38 (C(CHs)), 60.26 (Ca),
55.44 (Cr), 51.83 (Cg), 51.77 (Caa), 49.50-45.26 (Ciap.c.ia 3a'D), 26.94 (Caa'), 28.20
(C2n), 28.49 (CHs), 14.30 (Ch).

6.5.1.4 Cyclam-(Boc)s.OH (d.3)

A una disolucion conteniendo d.2 (0.139 g, 0.23 moles) en MeOH (1 mL) se adiciono
disolucién acuosa de NaOH (1 M). Luego de 2 h de agitacion a temperatura ambiente, se
evapora el MeOH a presién reducida. Seguidamente, la fase acuosa se acidifico a pH 6.0
con disolucién acuosa de HCI (1 M) y se extrajo con acetato de etilo (4 x 10 mL).
Finalmente, se seco la fase organica con Na;SO4 y elimind el disolvente a presion

reducida, obteniéndose el compuesto d.3 (0.117 g, R =89 %) sin purificacion adicional.
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IH RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 3.36-3.27 (m, 14 H, Hia, He, He, Hia®, Hsas, Ho,
He), 2.78 (s, 2H, He), 2.64 (s, 2H, Hzn), 1.86 (M, 2H, Hax'), 1.73 (M, 2H, Hza), 1.46 (m,
27H, CHs). 13C-RMN (101 MHz, CDCls) & (ppm): 171.06 (CCO), 155.58 (NCO), 79.98
(C(CHa)), 55.44 (Cr), 53.91 (Ck), 52.50 (C3a), 46.20 (C1aB.c.1a° 34" D), 28.97 (C2a°), 26.94
(C2a), 28.40 (CHa).

6.5.1.5 Cyclam-(Boc)3-TZ (d.4)

En un balén de dos bocas en atmodsfera de N se disolvio hidrocloruro de 4-
([1,2,4,5]tetrazin-3-il)fenilmetanamina (30 mg, 1 eq) en una mezcla tolueno/DMF (2ml
+ 0.2 mL) y se adiciono trietilamina (2 eq). Luego de 1 h en agitacion se adiciono el
compuesto d.3 (1.5 eq) disuelto en DMF (0.3 mL). Seguidamente, EDC (3 eq) y N-
hidroxisuccinimida (3 eq) fueron adicionados a la mezcla de reaccion. La reaccion se

agito en oscuridad durante 2 h. El disolvente se destil6 a presion reducida codestilando
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con hexano y se realizo un reparto entre CH2Cl2 y una disolucion acuosa de Na.COz (0.5
M), seguido de un reparto entre CH2Cl> y una disolucién acuosa de HCI (0.1 M) y
finalmente se reparte entre CH2Cl> y una disolucion acuosa de NaCl saturado. El
disolvente organico se secO y destilo a presion reducida y el crudo obtenido se purifico
en CCF preparativa en alimina AcOEt:éter de petroleo (7:3). El compuesto d.4 se obtuvo

como un solido fucsia (18 mg, 18 %).

2A

O1a 3A'0
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o
TEAT VT
1A o 3A N|\ ;N

IH RMN (400 MHz, CDCls) 8 (ppm): 10.22 (s, 1H, CH), 8.61 (d, J= 8.2 Hz, 2H, Ar-H),
7.57 (d, J=8.1 Hz, 2H, Ar-H), 4.60 (d, J= 6.1 Hz, 2H, CH2-Ar), 3.34 (sa, 12 H, Hia, H,
He, Hia®, Haa, Hb), 3.20 (s, 2H, Hg), 2.67 (t, J= 5.4 Hz, 2H, He), 2.54 (d, J= 5.8 Hz, 2H,
Haa), 1.72 (M, 2H, Haa’), 1.44 (s, 27H, CH3). 3C-RMN (101 MHz, CDCls) & (ppm):
171.06 (CCO), 166.30 (CH), 157.7 (NCO), 155.49 (CN2)144.10 (Ar), 129.80 (Ar),
128.53 (Ar), 80.13 (C(CHs)), 59.44 (Cr), 55.02 (Ck), 53.26 (Can), 46.58 (Ciap.c.ia"34"D),
42.82 (CH,-Ar), 28.42 (Caa°), 26.91 (C2a), 28.46 (CH).

6.5.1.6 Bis anhidrido del dcido dietilentriaminopentacetico, cDTPA (e.1)

Una mezcla conteniendo &cido dietilentriaminopentacetico (3g, 7.6 mmol), piridina (3.0
mL, 3.7 mmol) y anhidrido acético (20 mL, 30 eq) en atmdsfera de de N2, se dejo
reaccionar durante 24 h a 60 °C. El enfriamiento de la mezcla dio lugar a un sélido de
aspecto blanco, el cual se filtro a vacio y lavo con acetonitrilo seguido de éter. Luego de

24 en desecador, el producto e.1 se obtuvo como un so6lido blanco (0.895 g, 32.8 %).

OH

O
C B C

D
B
0]
OE/Q/YN\A/\,\(W\O’&

O o

90



IH RMN (400 MHz, DMSO-d) & (ppm): 3.66 (s, 2H, Hb), 3.46 (s, 8H, Hc), 3.07 (t, J =
5.6 Hz, 4H, Ha), 2.94 (t, J= 5.5 Hz, 4H, Hg). 3C-RMN (101 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm):
173.03 ((C0),0)169.72 (COOH), 55.36, (Cc), 55.20 (Cp), 52.12 (Ca), 50.34(Cs).

6.5.1.7N?-{5-[14-[4-(6-metil-[1,2,4,5]tetrazin-3-il)fenilmetil]carbamoil-
3,6,9,12-tetraoxatetradecilaminocarbonil]piridin-2-il}-2,2,2-

trifluoroacetohidrazida (2)

A una disolucion de hidrocloruro de 14-[4-(6-metil-[1,2,4,5]tetrazin-3-il)feniylmetil]-
3,6,9,12-tetraoxatetradecilamina (30 mg, 75.16 pmol) en DMF (1 mL) se adicion0
trietilamina (3 eq). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 30 min.
Seguidamente se adiciond una disolucion de 6-trifluoroacetilhidracinonicotinato de N-
hidroxisuccinimidinilo (1 eq) disuelto en THF. La reaccién fue agitada y protegida de la
luz, durante 24 h a temperature ambiente. El disolvente fue reducido a vacio codestilando
con una mezcla de tolueno/hexano y el producto final se obtuvo luego de una purificacion
mediante cromatografia en capa fina preparativa, en silica utilizando acetato de
etilo:hexano (9:1) como fase mdvil. Eluido de la silica con acetona y luego de la
evaporacion del disolvente a vacio, el producto final se obtuvo como un solido de color

rosado intenso (10 mg, 22 % ). La pureza de 2 se verifico mediante HPLC.
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IH-RMN (400 MHz, MeOH-da) & (ppm): 8.51 (s, 1H, Py-H), 8.46 (d, J= 8.8 Hz, 2H, Ar-
H), 7.99 (dd, J = 8.9 Hz, J= 2.3 Hz, 1H, Py-H), 7.13 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 6.78 (d,
J=8.3 Hz, 1H, Py-H), 4.23-4.20 (m, 2H, Ar-O-CHy-), 3.87-3.84 (m, 2H, Ar-OCHCH,-
0), 3.69-3.62 (M, 10H, -(CH20)-), 3.52 (t, J = 4.9 Hz, 2H, -CH2-NHCO-), 2.99 (s, 3H, -
CHs). 3C-RMN (101 MHz, MeOH-ds) & (ppm): 170.30, 169.10, 166.05, 164.97, 163.60,
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149.05, 139.44, 131.59, 126.79, 117.32, 72.74, 72.59, 72.30, 71.69, 71.54, 69.87, 41.85,
21.94. IES-EM calculado m/z: 595.22 (M+H)™, hallado m/z: 595.18 (M+H)™-.

6.5.1.8 Amida de N-(6-trifluoroacetylhydrazino-3-
piridinilcarbonil)gliclarginilglutamilarginilglutamil-Né-{18-[ 4-
([1,2,4,5]tetrazin-3-il)fenilmetilaminocarbonyl]-4,7,10,13,16-

pentaoxaoctadecanoil}lisina (3)

El derivado 3 fue sintetizado por el Prof. Fabio Gallazzi de la Universidad de Missouri.
Para ello el intermedio peptidico (3a) (Tfa)-HYNIC-Gly-Arg-Glu-Arg-Glu-Lys-CONH>
se sintetizé en la resina Sieber usando sintesis de péptidos en fase solida mediante ciclos
de desproteccion del grupo Fmoc y activacidon-acoplamiento de los aminoacidos
protegidos en su cadena lateral (SPPS) en un sintetizador de péptidos mdltiple Tetras de
Advanced ChemTech (Louisville, KY). Los grupos protectores de las cadenas laterales
de aminoécidos fueron: tBu (Glu) y Pbf (Arg). Boc-HYNIC se afiadio utilizando el
protocolo estandar Fmoc. La peptidil-resina se escindio de la resina y se desprotegio en
una Unica reaccién con TFA, TA, fenol, agua, EDT y TIS (87.5: 2.5: 2.5: 2.5: 2.5: 2.5)
durante 4 h a 25 °C. El producto intermedio 3a fue precipitado y lavado con éter. Una
pequefa alicuota de 3a se caracteriz6 por LC-MS. Posteriormente, 3a (3 eq) se puso a
reaccionar con Tetrazina-peg5-N-hidroxisuccinimidil éster (TZ-PEG5-NHS, 4 eq) en
presencia de DIEA (9 eq) para permitir el acoplamiento de TZ-PEG5 en el grupo epsilon
de la Lys C-terminal. Después de 3 h, la mezcla de reaccion se purifico por HPLC
preparativa asistida por MS y las fracciones con la mayor pureza del producto se
recogieron y se liofilizaron. IES-MS: calculado m/z: 1493.69 (M+H)", hallado m/z:
1493.5 (M+H)™.

6.5.2 Marcacion con °MTc¢

Los derivados 2 y 3 fueron disueltos en DMSO (2 mg/mL), alicuotados y almacenados a

-20 °C para su posterior marcacion.
Coligando Tricina

En un tubo de 1.5 mL, se adicionan 100 pL de una disolucién acuosa de tricina (100
mg/mL en H20, 55.8 umol), 20 ug de 2 0 3 (1 pg/uL), seguidamente se adicionan 20 pL
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de una disolucion etanolica de SnClz recién preparada (2 mg/mL en etanol, 17.7 umol) y
111-150 MBq de Na**™TcO, (hasta 200 pL). Se controla el pH a 5y se incuba durante 15
min a 37 °C en un bafio seco. Las purezas radioquimicas se determinaron por HPLC
(método 3) y en CCF. El detector UV se establecio en 280 nm. Método 3: gradiente lineal
agua/TFA 0.05% (A) y MeOH (B), 0-30 min 0-100% B, 30-33 min 100-0% B. La CCF
se realizé utilizando ITLC-SG con citrato de sodio (0.1 M) como fase mdvil para

determinar ®™Tc-coloide (R = 0).
6.5.3 Establidad de los derivados radiomarcados

La estabilidad de las tetrazinas radiomarcadas se controlo en la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente y en PBS a 37 °C, durante 1, 4 y 24 h. El ensayo de transquelacién
se realiz6 mediante la incubacién de una alicuota en una disolucién acuosa de cisteina (1
mM). Todas las muestras se analizaron mediante HPLC de fase reversa utilizando el

método 3.

6.5.4 Coeficiente de reparto n-octanol/fase acuosa

Los compuestos radiomarcados se purificaron mediante RP-HPLC y se purgaron con N2
para eliminar los disolventes. La fraccion radiomarcada de ™ Tc-2d y **™Tc-3d se diluyo
en PBS (pH 7.4) hasta obtener una concentracién de 200,000 cpm/mL. Los valores del

Log P se determinaron por triplicado de acuerdo con la seccion 5.5.4.
6.5.5 Ensayo de union a proteinas

Una alicuota de ®™Tc¢-2d y **™Tc-3d (10 pL, 7.4 MBq) se adicion6 a 500 pL de SFB (50
% en PBS) en triplicado. Después del periodo de incubacion (25 °C, durante 60 min), las
proteinas se precipitaron con 500 uL. de ACN vy se centrifugaron durante 4 min a 14000
rpm. El sobrenadante se recogid y el precipitado se resuspendié en PBS y se centrifugd
de nuevo. Se midié la actividad del precipitado y del sobrenadante en contador de pozo

de Nal. Se calculd el porcentaje de actividad asociado a proteinas.
6.5.6 Cinética de la reaccion bio-ortogonal

Diferentes concentraciones de TCO-NHS (5, 10 y 20 uM) se mezclaron con *™T¢-3d en
1 mL de PBS a 25 °C (exceso de TCO, 10 equivalentes). Después de 20, 40, 60, 90, 120
segundos se hicieron reaccionar alicuotas de 100 puL con un exceso de tetrazina-NH:
(Click Chemistry tools) para detener la reaccion. Todas las reacciones se controlaron

mediante RP-HPLC y se determin6 el porcentaje de ®*MTc-3d que reaccion6 con TCO.
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Las constantes cinéticas de pseudo-primer orden (Kobs) Se obtuvieron a partir del grafico
de porcentaje de ®™Tc-3d reaccionante a lo largo del tiempo. Finalmente, la constante de
segundo orden se obtuvo por regresion lineal de Kops Vs concentraciones de TCO.13®

6.5.7 Conjugacion de bevacizumab con NHS-TCO

Previo a la conjugacion con TCO, se removieron los excipientes de bevacizumab (25
mg/mL) a través de una columna de exclusion molecular PD-10 equilibrada con PBS (pH
7.4). La concentracion de proteina se determiné mediante absorbancia a 280 nm. A 5 mg
de disolucion de anticuerpo en PBS, se anadieron 40 uL de tampdn de carbonato de sodio
(1 M) para ajustar el pH de la mezcla a 9.5, seguido de la adicion de TCO-NHS
(Conjuprobe, 5 mg/mL en DMSO seco, 10 eq), con un volumen de reaccién final ajustado
a 1 mL con PBS. La mezcla de reaccion se protegio de la luz y se dejé reaccionar a
temperatura ambiente durante 30 min con agitacion lenta. EI AcMo conjugado se purifico
por PD-10 en PBS. La concentraciéon del AcMo-TCO purificado se determiné midiendo
la absorbancia a 280 nm y se almacen6 a 4 °C.

6.5.8 Numero de TCO reactivos

La cantidad de TCO reactivos por anticuerpo se determind mediante electroforesis SDS-
PAGE después de la reaccion de diferentes concentraciones de Cy7-metiltetrazina (Click
Chemistry Tools) con bevacizumab-TCO. Brevemente, se incubaron alicuotas de 100 ug
de disolucién de bevacizumab-TCO (4 mg/mL) con 1, 3, 6, 9 y 12 equivalentes de Cy7-
metiltetrazina en un volumen final de 100 uL durante 1 h a temperatura ambiente.
Seguidamente, alicuotas de cada reaccion fueron sembradas (buffer de carga reductor) en
un gel de poliacrilamida homogéneo al 10 % y separadas mediante electroforesis
utilizando un buffer de electroforesis (10 % SDS). Finalmente, el gel fue fotografiado y
analizado en un In-Vivo MS FX PRO (Bruker) mediante la intensidad de pixeles de las
bandas. EI nimero de TCO reactivos se calcul6 por la relacion entre la intensidad de
fluorescencia unida al anticuerpo con respecto a la sefial obtenida cuando se incubd 1

equivalente de la sonda fluorescente.
6.5.9 Actividad in vitro de bevacizumab-TCO

La capacidad de unién de bevacizumab-TCO por su diana molecular in vitro se comparé
con bevacizumab mediante SPR utilizando un Biacore 3000 (GE Healthcare) utilizando
HBS-EP (GE Healthcare) como buffer de corrida. Para tal motivo, la proteina
recombinante humana VEGF165 (Abcam (ab9571), 38 KDa) se inmoviliz6 en un chip
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sensor CM5 (GE Healthcare) mediante union covalente de grupos amino segun
recomendaciones del fabricante. Para ello se activo la superficie con una mezcla 1:1 de
0.2M  N-ethyl-N’-(dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) y 0.05M N-
hydroxysuccinimide (NHS) a un flujo de 5 pl/min. Una solucién de VEGF 5 ug/mL
diluido en buffer acetato pH 4.5 se inyectd sobre la superficie activada obteniéndose una
densidad final de 300 RU y finalmente los grupos reactivos se inactivaron con una
inyeccion de 1.0 M etanolamina-HCI, pH 8.5. Disoluciones de bevacizumab y
bevacizumab-TCO a dos concentraciones diferentes (10 nM y 50 nM) se prepararon en
buffer de corrida y se inyectaron sobre la superficie con VEGF y una superficie control
sin derivatizar. Los sensogramas fueron obtenidos a 25°C con un flujo de 20 puL/min y
doble referenciados mediante sustraccion de la sefial de la superficie control y la sefial
obtenida de inyecciones de buffer de corrida sobre ambas superficies. Los datos obtenidos
fueron procesados mediante la utilizacion del software BlAevaluation (GE Healthcare,
version 4.1) y re-graficados mediante la utilizacion de GraphPad®.

6.5.10 Evaluacién biolégica

Los experimentos en ratones normales fueron realizados segun el protocolo aprobado por
la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA, Universidad de la Republica,
Uruguay) (Referencia 240011-001109-16). Los protocolos de trabajo en ratones
inducidos con tumor se realizaron con la aprobacion del Colegio Brasilefio de
Experimentacion Animal y fueron aprobados por el Comité de Etica (Nimero de registro
101-17).

6.5.10.1 Biodistribucion en ratones normales

El comportamiento bioldgico de los derivados de 2d y 3d radiomarcados se evalud
mediante un ensayo de biodistribucion en ratones normales C57 BL/6J. Para ello, fueron
inyectados por via intravenosa con ®MTc-2d o **™T¢-3d (1.4-5.55 MBq, 5.55 GBg/mg) y
sacrificados luego de 1,4y 24 h (n = 4). Los 6rganos Y tejidos de interés se diseccionaron,
pesaron y la radioactividad de las muestras se midié en un contador gamma. La
radioactividad en la orina y las heces también se determind. La radioactividad se expreso
como porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% DI/g) o porcentaje de dosis
inyectada (% DI). La cantidad total de sangre se consider6 como el 6.5 % del peso

corporal total.
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6.5.10.2 Modelo tumoral

Los estudios de imagen fueron realizados en un modelo murino de melanoma. La linea
celular murina B16-F10 se obtuvo de ATCC y se cultivdé con RPMI (suero bovino fetal
al 10 %). Para la induccion tumoral, se inyectaron ratones C57 BL/6J por via subcutanea
en el flanco dorsal con 3 x 10° células de melanoma B16-F10 en PBS. El crecimiento
tumoral se control6 y midié diariamente y después de 8 dias los tumores alcanzaron un
peso de 0.3-0.5 g. Los estudios de biodistribucion e imagen se realizaron entre los dias 8
y 11 después de la induccion del tumor.

6.5.10.3  Biodistribucion, estudio de la reaccion bio-ortogonal en

modelo tumoral murino

La reaccion bio-ortogonal se evalué mediante una estrategia pre-dirigida en ratones C57
BL/6J portadores de tumor inducido con células B16-F10. Para ello, se administr6 0.1 mg
de bevacizumab-TCO (1 mg/mL). El anticuerpo conjugado se dejo circular durante 24 h.
Después de este periodo, cada raton recibio *™Tc-3d (1.4-5.55 MBg, 5.55 GBg/mg) en
PBS estéril. El derivado Tz radiomarcado se dejo reaccionar durante 1, 4 y 24 h después
de la segunda inyeccion (n = 4). Todas las administraciones se realizaron a través de la
vena peneana bajo anestesia con isofluorano. Después del intervalo de biodistribucion,
los animales fueron anestesiados y sacrificados en cdmara de gas de CO2. Un grupo de
control (n = 4) se administré primero con bevacizumab no conjugado seguido de un
periodo de biodistribucion de 4 h de ®™Tc-3d. Los drganos y tejidos de interés se
disecaron, se pesaron y se midi6 la radiactividad. La radioactividad se expresé como
porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% DI/g) o porcentaje de dosis
inyectada (% DI).

6.5.10.4 Imdgenes, Estudio de la reaccion bio-ortogonal en modelo

tumoral murino

Previo al comienzo del protocolo de imagenes SPECT-CT, se confirmé la presencia de
tumores de melanoma en los ratones C57 BL/6J mediante imagenes PET con [*®F]FDG.
Ocho dias posterior a la inoculacion de células tumorales, un grupo de seis animales
recibi6 una dosis de 74 MBqg/ratones de [*®F]FDG por via intraperitoneal. Luego de un
periodo de 45 min, los ratones se anestesiaron (isofluorano al 3 %) para la adquisicion en

la camara PET.
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La obtencion de imagenes SPECT se realizo siguiendo un protocolo similar al utilizado
en experimentos de biodistribucion utilizando una estrategia pre-dirigida. Para ello, se
administré 0.1 mg de bevacizumab-TCO (1 mg/mL). El anticuerpo conjugado se dejo
circular durante 24 h. Después de este periodo, cada raton recibié *™Tc-3d (74 MBq,
18.5 GBg/mg) en PBS estéril. El derivado Tz radiomarcado se dejé reaccionar durante 1,
4y 24 h después de la segunda inyeccion (n = 4). Las imagenes SPECT-CT se adquirieron
después de 1, 4 y 24 horas después del segundo paso. Se realizaron dos controles de
imagen en ratones portadores de tumores. Uno de los animales control recibié 5 mg de
bevacizumab por via intraperitoneal 1 h antes de la administracion de 0.1 mg de
bevacizumab-TCO (C1) y el segundo ratdén control recibié bevacizumab en lugar de
bevacizumab-TCO (C2). Todos los animales fueron sacrificados después de la imagen de
24 h.

Las imagenes de PET y SPECT-CT se realizaron en un instrumento micro
PET/SPECT/CT (Triumph, Trifoil Imaging Inc.). Para la obtencién de iméagenes PET, los
animales se colocaron anestesiados en el escaner con la region del tumor ubicada en el
campo de vision y se realizd una exploracion de 20 minutos, 45 minutos después de la
administracion del radiotrazador. Se realizaron procedimientos similares para las
imagenes SPECT/CT, siendo las imagenes de CT adquiridas inmediatamente después del
escaneo SPECT para identificar la anatomia. Se obtuvo gammagrafia SPECT usando un
colimador de 5 orificios con 32 proyecciones 1 h, 4 h'y 24 horas después de la inyeccién
intravenosa de %MTc-3d con 30, 60 y 120 segundos por proyeccion, respectivamente. Los
sinogramas de emisién se reconstruyeron iterativamente (OSEM: 20 iteraciones y 4
subconjuntos para PET y 5 iteraciones y 8 subconjuntos para SPECT) después de
normalizarse y corregirse el decaimiento radioactivo. También se obtuvieron imagenes
de tomografia computarizada (TC) con 45 kVp, 360 pA en 256 proyecciones y un
aumento de 1.3 para la correlaciéon anatémica. Cada fusién y cuantificacién de imagen se
realizé por AMIDE.exe 1.0.4.
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7 Conclusiones y Perspectivas

La deteccion de tumores a través de blancos moleculares mediante estrategias de
marcacion pre-dirigidas, se presenta actualmente como un abordaje prometedor para
sortear los inconvenientes asociados con el uso de AcMo como agentes de imagen y

radioterapia.

Durante el presente trabajo doctoral, se demostr6 la factibilidad de una estrategia de
marcacion con ®MTc basada en la reaccion entre [1,2,4,5]tetrazinas y TCO. En este
sentido se sintetizaron tres derivados de TZ que poseian una subestructura derivada del
quelante HYNIC. Los mismos se marcaron de forma eficiente y reaccionaron de forma
selectiva con biomoléculas portadoras de la etiqueta bio-ortogonal TCO, posterior a su
marcacion. La reactividad de los derivados TZ radiomarcados se evidencié mediante la
marcacion de las biomoléculas in vivo en modelos tumorales murinos, lo que permitio la

deteccion tumoral a traves de imagenes SPECT-CT.

La obtencion de un derivado TZ marcado con **™Tc que presente una eliminacion rapida,
baja retencion inespecifica, y que presente una vida media en plasma suficiente para una
reaccion in vivo eficiente, depende de la obtencidn y evaluacion bioldgica de nuevos
derivados disefiados con tal fin. En este sentido, los esfuerzos realizados en la obtencion
de nuevos derivados TZ, permiti6 demostrar dicha premisa. La realizacién de
modificaciones estructurales sobre la tetrazina orientadas a incrementar la eliminacion

por via renal, resultaron en un compuesto con un perfil de biodistribucién mejorado.

Como perspectiva, se plantea continuar la busqueda de nuevos derivados tetrazina
marcados con %*™MTc. La obtencion de un derivado adecuado y la naturaleza modular de
la estrategia pre-dirigida, permitiria a través de la marcacion de un Unico derivado la
marcacion in vivo de varios AcMo. De forma similar, se pretende evaluar el uso de los

derivados ya desarrollados como estrategia marcacion de biomoléculas in vitro.

Entre las perspectivas, mas a corto plazo, se propone estudiar condiciones de
desproteccion adecuadas para el derivado d.4 o la incorporacién de otras secuencias

peptidicas a modo de espaciadores que carezcan de Lys
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