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DESCRIPCION
Péptidos marcados con fluoresceina

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos basados en péptidos y a su uso en la formacién de imagenes
oOpticas de diagnostico para el tratamiento de enfermedades. Mas especificamente, la invencion se refiere al uso de
dichos compuestos basados en péptidos como vectores de direccidon que se unen a receptores asociados con la
angiogénesis. Los compuestos pueden usarse como agentes de contraste en el diagnéstico de enfermedades
relacionadas con la angiogénesis.

Antecedentes de la invencién

Generalmente, pueden formarse nuevos vasos sanguineos mediante dos mecanismos diferentes: vasculogénesis o
angiogénesis. La angiogénesis es la formacién de nuevos vasos sanguineos por ramificacion de los vasos
existentes. El estimulo primario para este procedimiento puede ser el suministro inadecuado de nutrientes y oxigeno
(hipoxia) a células en un tejido. Las células pueden responder secretando factores angiogénicos, de los muchos que
existen; un ejemplo, al que se hace referencia frecuentemente, es el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF). Estos factores inician la secrecién de enzimas proteoliticas que degradan las proteinas de la membrana
basal, asi como inhibidores que limitan la accién de estas enzimas potencialmente dafiinas. El otro efecto marcado
de los factores angiogénicos es causar que las células endoteliales migren y se dividan. Las células endoteliales que
estan unidas a la membrana basal, que forma una lamina continua alrededor de los vasos sanguineos sobre el lado
contraluminal, no experimentan mitosis. El efecto combinado de la pérdida de unién y sefiales de los receptores para
factores angiogénicos es causar que las células endoteliales se muevan, multipliqguen y reorganicen por si mismas y
por ultimo sinteticen una membrana basal alrededor de los nuevos vasos. La angiogénesis es importante en el
crecimiento y la remodelacion de tejidos, incluyendo la cicatrizacion de heridas y procesos inflamatorios. La
inhibicion de la angiogénesis también se considera una estrategia prometedora para terapia antitumoral. Las
transformaciones que acompafian a la angiogénesis también son muy prometedoras para el diagnostico, siendo un
ejemplo obvio una enfermedad maligna, pero el concepto también es muy prometedor en la inflamacioén y una
diversidad de enfermedades relacionadas con inflamacion, incluyendo aterosclerosis, siendo los macréfagos de las
lesiones arterioscleréticas tempranas fuentes potenciales de lesiones de factores angiogénicos. Estos factores
también estan implicados en la revascularizacién de partes del miocardio con infarto, que sucede si se desata una
estenosis en poco tiempo.

A continuacién se muestran ejemplos adicionales de afecciones no deseadas que estan asociadas con neo-
vascularizacion o angiogénesis, el desarrollo o proliferacion de nuevos vasos sanguineos. También se hace
referencia a este respecto al documento WO 98/47541.

Las enfermedades e indicaciones asociadas con angiogénesis son, por ejemplo, diferentes formas de céncer y
metastasis, por ejemplo, cancer de mama, de piel, colorrectal, pancreético, prostatico, pulmonar u ovéarico.

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

Son enfermedades e indicaciones adicionales asociadas con la angiogénesis malformaciones arteriovenosas,
astrocitomas, coriocarcinomas, glioblastomas, gliomas, hemangiomas (de la infancia, capilares), hepatomas,
endometrio hiperplasico, miocardio isquémico, endometriosis, sarcoma de Kaposi, melanoma, neuroblastomas,
arteriopatia periférica obstructiva, artrosis, psoriasis, retinopatia (diabética, proliferativa), esclerodermia, seminomas
y colitis ulcerosa.

La angiogénesis implica receptores que son Unicos para las células endoteliales y tejidos circundantes. Estos
marcadores incluyen receptores del factor de crecimiento tales como VEGF y la familia de receptores de Integrina.
Los estudios inmunohistoquimicos han demostrado que una diversidad de integrinas, quizas de forma mas
importante la clase ay, se expresan en la superficie apical de los vasos sanguineos [Conforti, G., y col. (1992) Blood
80: 37-446] y estan disponibles para direccionamiento por ligandos circulantes [Pasqualini, R., y col. (1997) Nature
Biotechnology 15: 542-546]. El a5B1 también es una integrina importante para promover el ensamblaje de la matriz
de fibronectina e iniciar la uniéon de células a fribronectina. También desempefia un papel crucial en la migracion
celular.

La integrina avP3 es uno de los receptores que se sabe que estan asociados con la angiogénesis. Las células
endoteliales estimuladas parecen depender de este receptor para su supervivencia durante un periodo critico del
proceso angiogénico, ya que antagonistas de la interaccion del receptor de integrina avf33/ligando inducen apoptosis
e inhiben el crecimiento de vasos sanguineos.

Las integrinas son moléculas heterodiméricas en las que las subunidades a y [ penetran la bicapa lipidica de
membrana celular. La subunidad o tiene cuatro dominios de unién a Ca®* en su cadena extracelular y la subunidad (3
tiene varios dominios ricos en cisteina extracelular.
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Muchos ligandos (por ejemplo, fibronectina) implicados en la adhesién celular contienen la secuencia tripeptidica de
arginina-glicina-acido aspartico (RGD). La secuencia RGD parece actuar como un sitio de reconocimiento primario
entre los ligandos que presentan esta secuencia y receptores en la superficie de las células. Generalmente se cree
gue las interacciones secundarias entre el ligando y el receptor aumentan la especificidad de la interaccién. Estas
interacciones secundarias podrian tener lugar entre restos del ligando y receptor que sean inmediatamente
adyacentes a la secuencia RGD o en sitios que sean distantes de la secuencia RGD.

Se sabe que los péptidos RGD se unen a una variedad de receptores de integrina y tienen el potencial de regular
varios acontecimientos celulares de aplicacion significativa en el entorno clinico. Quizas el efecto mas ampliamente
estudiado de los péptidos RGD y miméticos de los mismos se refiere a su uso como agentes antitromboticos que se
dirigen a la integrina de plaquetas Gplibllla.

La inhibicion de la angiogénesis en tejidos por administracién de un antagonista de avB3 o avp5 se ha descrito por
ejemplo en los documentos WO97/06791 y W095/25543 usando anticuerpos o péptidos que contienen RGD. El
documento EP 578083 describe una serie de péptidos que contienen RGD monociclicos.

Los péptidos RGD ciclicos contienen mdltiples puentes que también se han descrito en los documentos
WQ098/54347 y WO95/14714.

Se encuentran ejemplos adicionales de compuestos basados en péptidos que comprenden RGD en los documentos
WO01/77145, WO02/26776 y WO03/006491.

Existe la necesidad clinica de desarrollar técnicas de formacién de imagen no invasivas mas especificas para
enfermedades relacionadas con angiogénesis. Dichas técnicas de formacion de imagenes tendran un papel central
en la evaluacién de nuevas terapias anti-angiogénicas. Pudiendo evaluar el nivel real de angiogénesis sera de
beneficio clinico en el diagndstico de enfermedades relacionadas con angiogénesis en una fase temprana.
Actualmente se ha descubierto sorprendentemente que la formacién de imagenes Opticas puede usarse para
evaluar el nivel de angiogénesis y la invencion proporciona nuevos agentes de contraste de formacién de imagenes
Opticas para este fin.

Sumario de la invencién

En vista de las necesidades de la técnica la presente invencion proporciona compuestos basados en péptidos
marcados con fluoresceina para su uso como agentes de contraste en la formacion de imagenes Opticas o para
tratamiento terapéutico. La formacion de imagenes y direccionamiento eficaz de receptores de integrina asociados
con la angiogénesis in vivo demanda un vector basado en RGD selectivo de alta afinidad que sea quimicamente
robusto y estable. Ademas, la ruta de excrecion es un factor importante cuando se disefian agentes de formacion de
imagenes para reducir los problemas con interferencias de fondo. Estas condiciones rigurosas se cumplen por los
compuestos peptidicos marcados con fluoresceina descritos en la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

Visto desde un aspecto la invencién proporciona nuevos compuestos basados en péptidos como se define en las
reivindicaciones. Estos compuestos tienen afinidad por receptores de integrina, por ejemplo, afinidad por la integrina
avpB3 y estdn marcados con un indicador colorante de fluoresceina.

Los compuestos o sales fisioldgicamente aceptables de los mismos, comprenden un vector peptidico y al menos un
colorante de fluoresceina. El vector peptidico tiene afinidad por receptores de integrina, tales como los receptores de
avf33.

El compuesto de la invencion esta limitado por formacion de puentes de ciclacion en la parte del vector peptidico. Un
compuesto basado en péptidos que incluye un puente de ciclacién es mas especifico hacia avp3, y se prefiere mas
que un péptido lineal. Los compuestos de la invencién comprenden dos puentes de ciclacion entre aminoacidos
diferentes de los compuestos. La expresion “puentes de ciclacién” se refiere a cualquier combinacion de
aminoacidos o con aminoacidos y grupos (CHz)n- o — (CH2)n-Ce-Hs con grupos funcionales que permiten la
introduccion de un puente. La letra n representa un namero entero positivo de 1 a 10. Algunos ejemplos preferidos
son disulfuros, miméticos de disulfuro tales como el puente —(CH,)4 — carba, tioacetal, puentes de tioéter (cistationa
o lantionina) y puentes que contienen ésteres y éteres.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto que comprende un vector peptidico y al
menos un colorante de fluoresceina, en el que dicho compuesto se selecciona de una de las férmulas
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en las que:

X3 representa arginina,

G representa glicina,

D representa acido aspartico

Ra representa - (CH2)n - 0 - (CH2)n-CeHa- que forman un puente con Xz, X4 0 Xe, €n las que

n representa un nimero entero positivo de 1 a 10; y

X1 representa un enlace 6 1, 2, 3, 4 6 5 restos aminoacidicos, en el que un resto aminoacidico esta
opcionalmente funcionalizado con un resto espaciador o dicho resto aminoacidico posee un cadena lateral
funcional, tal como un grupo acido o amina; y

Xs representa un aminodacido hidrofobo; y

Xe representa un resto aminoacidico que puede formar un puente de ciclacién; y

X7 representa un espaciador o resto biomodificador o esta ausente. X; se basa preferentemente en un
componente basico de polietilenglicol (PEG) monodisperso que comprende de 1 a 10 unidades de dicho
componente basico, teniendo dicho biomodificador la funciéon de modificar la farmacocinética y las tasas de
eliminacion sanguinea de dichos agentes. Ademas X; también puede representar de 1 a 10 restos
aminoacidicos que comprenden preferentemente glicina, lisina, acido aspartico o serina. Mas preferentemente,
X7 representa un espaciador o biomodificador que comprende ambos restos aminoacidico y una estructura de
tipo PEG, tal como 1-10 restos aminoacidicos en combinacién con una estructura de tipo PEG, preferentemente
una combinacién de bis aminoetil etilenglicol glicina. En una realizacion preferida, X7 representa una unidad
compuesta por la estructura de tipo PEG monodisperso, &cido 17-amino-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-
tetraoxaheptadecanoico de férmula (11),

H
R HN\/\O/\/O\/\O/\/N\H/\O |
(o] (o]
m

(In
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en la que m equivale a un nimero entero de 1 a 10 y en la que el extremo C-terminal es una amida o resto
acido. Se encuentra que el biomodificador X; modifica la farmacocinética y las tasas de eliminaciéon sanguinea
de los compuestos. El biomodificador logra menor captacién de los compuestos en tejido, es decir, musculo,
higado, etc. proporcionando de este modo una mejor imagen de diagndstico debido a una menor interferencia
de fondo. La secrecion es principalmente a través de los rifiones debido a una ventaja adicional del
biomodificador; y

Dependiendo de la colocacién de los puentes de ciclacion los compuestos comprenderan configuraciones
“separadas”, “anidadas” o “entrelazadas”. Los dos puentes en cada compuesto son:

Entre Ray Xg y entre Xz y X4 (formando una configuracion anidada);

Entre Ray X2 ¥y Xa y Xe (configuracion separada); Entre Ra y X4, ¥ X2 ¥y Xg (formando una configuracion
entrelazada).

X2, Xa y Xe representan restos de aminoacido que pueden formar un enlace disulfuro o tioéter, tal como cisteinas
u homocisteinas;

W, es un resto espaciador o esta ausente. W; deriva preferentemente de acido glutdmico y/o succinico y/o de
una unidad basada en polietilenglicol, por ejemplo, incluyendo un resto como se proporciona por la férmula Il
que une el colorante de fluoresceina al péptido. Otros elementos espaciadores representativos (W1) incluyen
polisacéaridos de tipo estructural, polisacaridos de tipo almacenamiento, poliaminoacidos y ésteres metilicos y
etilicos de los mismos, y polipéptidos, oligosacaridos y oligonucleétidos, que puedan o no contener sitios de
escision enzimatica. El papel del resto espaciador W1 es distanciar el colorante relativamente voluminoso del
dominio de unién a receptor del componente peptidico;

h es un nimero entero positivo 1 ¢ 2;

y en el que al menos uno de los grupos Z que esta presente representa un colorante de fluoresceina.

Los compuestos incluyen preferentemente sélo un grupo Z.

El colorante de fluoresceina representado por Z puede unirse a X1, W1, Xs 0 X7, preferentemente por formacién de
un enlace amida.

En un aspecto preferido los compuestos de férmula 1lI-V o las sales fisiologicamente aceptables de los mismos
tienen las caracteristicas siguientes:

Ra representa preferentemente —(CHy)-

Ademas, X; representa un resto aminoacidico con una cadena lateral funcional tal como un grupo acido o amina,
seleccionandose preferentemente el aminoacido de acido aspartico o glutamico, lisina, homolisina, éacido
diaminoalicilico o acido diaminopropionico, mas preferentemente acido aspartico o lisina.

X2, Xa 'y Xe representan preferentemente de forma independiente un resto de cisteina u homocisteina.

Xs representa preferentemente tirosina, fenilalanina, 3-yodo-tirosina o naftilalanina y mas preferentemente
fenilalanina o 3-yodo-tirosina.

X7y Wi se definen como en la férmula | y II-V respectivamente. Preferentemente X7 comprende 1-10 unidades de un
componente basico de PEG monodisperso o esta ausente, y preferentemente W esta ausente.

Z representa un colorante de fluoresceina o estd ausente, de modo que el compuesto comprende al menos un
colorante de fluoresceina.

En un aspecto preferido, los compuestos son de férmula 11l (anidada) o sales fisioldgicamente aceptables de los
mismos y mas preferentemente tienen las caracteristicas proporcionadas en el aspecto preferido descrito
anteriormente.

Los compuestos de férmula 1lI-V comprenden al menos dos puentes, en los que un puente forma un enlace disulfuro
y el segundo puente comprende un enlace tioéter (sulfuro). Los compuestos preferidos de férmula lll, tienen los
puentes colocados de modo que los puentes pliegan el resto peptidico en una configuracion “anidada”. Los
compuestos de esta realizacion de la invencién tienen por tanto un maximo de un puente disulfuro por resto
molecular. Los compuestos definidos por la presente invencidon son sorprendentemente estables in vivo y en las
condiciones empleadas durante el marcaje con fluoresceina.

El indicador Z comprende un colorante de fluoresceina, es decir, fluoresceina o derivados de fluoresceina. La
fluoresceina es un colorante amarillo que brilla en luz visible. La fluoresceina se excita tipicamente por la linea de
488 nm de un laser de argén y la emision se recoge a 530 nm. La fluoresceina y sus derivados tienen un coeficiente
de absorcion relativamente alto, un rendimiento cuantico de fluorescencia excelente y buena solubilidad en agua. El
amplio uso en el paso hace que estén muy bien caracterizados, que su disponibilidad sea muy buena y que tengan
un coste por mg reducido en general.

La formula (V1) proporciona fluoresceina, que muestra la numeracion de las diferentes posiciones.
5
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(VI) Fluoresceina

Son derivados importantes de la fluoresceina, por ejemplo, las carboxifluoresceinas, tales como la 5-
carboxifluoresceina, mostrada por la férmula VIl o la 6-carboxifluoresceina.

COOH

0 :
“
HO 0 OH

(VII) 5-carboxifluoresceina

Otro derivado de fluoresceina importante es el isoticianato de fluoresceina proporcionado mediante la formula VIII:

HO ) O
COOH
N=C=§

(VIII) isotiocianato de fluoresceina

Se prefiere aln mas usar un carboxilato activado de fluoresceina, tal como un éster de N-hidroxisuccinimida (NHS),
denominado éster de NHS fluoresceina, mostrado en la formula IX. Los ésteres de succinimidilo son reactivos
excelentes puesto que los productos de amida formados son muy estables.



10

15

20

ES 2361 670 T3

HO o oH
AN
oz
o
o
o
|
o N

(IX) Ester de NHS de fluoresceina

El colorante de fluoresceina representado por Z puede unirse a X7 u opcionalmente mediante el espaciador W1 como
se proporciona en las formulas I1I-1V. Preferentemente, la fluoresceina se acopla al vector peptidico por formacion de
enlace amida con un grupo amino adecuado del péptido. Los ésteres activos de fluoresceina tales como el éster de
NHS (Pierce Catalogo 46100) se consideran particularmente Utiles cuando sintetizan los compuestos. Son sitios de
acoplamientos preferidos para la fluoresceina las posiciones 5y 6.

Los aminoéacidos pueden representar preferentemente un aminoacido de origen natural. En la mayoria de los casos,
se prefiere que los aminoacidos en el péptido estén todos en forma L. Sin embargo, en algunas realizaciones de la
invencion, uno, dos, tres o0 mas de los aminoacidos en el péptido estan preferentemente en forma D. La inclusion de
dichos aminoéacidos en forma D puede tener un efecto significativo sobre la estabilidad del compuesto en suero.

Algunos de los compuestos de la invencion son vectores basados en RGD de alta afinidad. Como se usa en el
presente documento, la expresion “vector basado en RGD de alta afinidad” se refiere a compuestos que tienen una
Ki de < 10 nM y preferentemente < 5 nM, en un ensayo de unién competitiva para integrina av33 y en el que el valor
Ki se determin6 por competicion con el ligando de alta afinidad conocido, equistatina. En la técnica se conocen bien
procedimientos para realizar dichos ensayos de competicion.

A continuacion se ilustran algunos compuestos preferidos de la invencion. Los compuestos A y B comprenden
fluoresceina conjugada con un péptido que contiene RGD (Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys) por formacion de un
enlace amida, proporcionando ambos una configuracién “anidada”.

Compuesto A:

[72 200
2]

o O, : .
i “\)OL P! R i N o N NH
HN\/l-kN N N N H ﬁ A N \n/\o/\n/ 2
o) o) ’ ' 6o 0

HN HN
o NH,
W, O on
o] o
OH

Compuesto B:
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Otros ejemplos de compuestos de la invencion se ilustran mediante los compuestos C y D a continuacion.
Compuesto C:

El compuesto comprende un péptido RGD (Lys-Asp-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys-Gly) unido a fluoresceina
formando una configuracion “separada”.

ZXT

HN»_NH
o HN 2
o) OH ° OH
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I

Compuesto D

El compuesto comprende un péptido RGD (Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys) unido a fluoresceina formando una
configuracion “entrelazada”.
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Los nuevos compuestos de la invencion pueden usarse como agentes de contraste en formacion de imagenes
oOpticas. El uso de los compuestos como agentes de contraste en la formaciéon de imagenes oOpticas es por lo tanto
una realizacion de la invencién. Una realizacion preferida de la invencion son compuestos que se describen para
usar como agente de contraste de formacion de imagenes opticas, particularmente para usar en la formacién de
imagenes Opticas de y para el diagnéstico de enfermedades relacionadas con la angiogénesis.

Los compuestos de la presente invencion son uUtiles como agentes formadores de imagenes en la deteccion de la
angiogénesis tanto en seres humanos como en animales. Los productos también pueden tener utilidad en modelos
animales preclinicos y permitir el control de la eficacia terapéutica de nuevos farmacos dentro de investigacion
farmacéutica, por ejemplo, en oncologia.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz, por
ejemplo, una cantidad eficaz para aumentar el contraste de imagenes en la formacion de imagenes in vivo de un
compuesto de la invenciéon, o una sal del mismo, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes o diluyentes
farmacéuticamente aceptables.

La invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
compuesto de la invencién, una sal del mismo, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes o diluyentes
farmacéuticamente aceptables.

Vista desde un aspecto adicional la invencion proporciona el uso de un compuesto de la invencion para la
fabricacion de un medio de contraste de formacién de imagenes Opticas para usar en un procedimiento de
diagndstico que implica la administracion de dicho medio de contraste a un cuerpo humano o animal y la generacién
de una imagen de al menos parte de dicho cuerpo.

Vista desde un aspecto adicional més la invencién proporciona un procedimiento de generacion de una imagen de
un cuerpo humano o animal por formacién de imagenes 6pticas que implique la generaciéon de una imagen de al
menos una parte de dicho cuerpo, en el que se ha distribuido un agente de contraste preadministrado, en el que
como dicho agente de contraste se usa un compuesto segun se describe.

Vista desde un aspecto adicional mas la invenciéon proporciona un procedimiento de generacion de imagenes
mejoradas de un cuerpo humano o animal por formacion de imagenes opticas al que se ha administrado
previamente una composicion de agente de contraste que comprende un compuesto segin se define,
comprendiendo dicho procedimiento generar una imagen de al menos parte de dicho cuerpo.

Vista desde un aspecto adicional la invencién proporciona un procedimiento de control del efecto de tratamiento de
un cuerpo humano o animal con un farmaco para combatir una afeccion asociada con la angiogénesis, implicando
dicho procedimiento la administracion previa a dicho cuerpo de un agente de la invencion y la deteccion de la
captacion de dicho agente por receptores celulares, preferentemente receptores de células endoteliales y en
particular receptores av3, efectudndose dicha administracién y deteccién opcionalmente, pero preferentemente, de
forma repetida, por ejemplo, antes, durante y después del tratamiento con dicho farmaco. Comprendiendo dicha
deteccion una técnica de formacion de imagenes épticas.

Puesto que la fluoresceina, asi como el compuesto peptidico de fluoresceina de la presente invencién emiten en el
intervalo visual del espectro, para adquirir las imagenes puede usarse el equipo de oftalmoscopia convencional.
Ademas, puede aplicarse en microscopia confocal in vivo. Posiblemente también pueden usarse técnicas de
formacion de imagenes de dominio del tiempo y de dominio de la frecuencia desarrolladas recientemente,
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aprovechando las caracteristicas adicionales del fluoréforo, tal como vida (til.

Los compuestos de la presente invencion pueden sintetizarse usando todos los procedimientos de sintesis quimica
conocidos, pero la metodologia de fase sélida de Merrifield que emplea un sintetizador de péptidos automatico (J.
Am. Chem. Soc., 85: 2149 (1964)) es particularmente Util. Ademas, también puede realizarse el acoplamiento de
fluoresceina, tal como de un éster activo de fluoresceina, automaticamente produciendo un enlace amida entre el
vector peptidico y el grupo fluoresceina. El vector peptidico y el compuesto peptidico pueden purificarse usando
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y caracterizarse por espectrometria de masas y HPLC analitica
antes del ensayo en la exploracién in vitro.

La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplo 1:
Sintesis de disulfuro [Cys>®] tioéter ciclo [CH,CO-Lys(fluoresceina)-Cys*-Arg-Gly-Asp-Cys’-Phe-Cys]-PEG-NH,

1 a) Sintesis de acido de 17-(Fmoc-amino)-5-0x0-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico
' 0 o)
. OJL Ei ’VO\/\O/\/O\/\H’U\/O\)LOH

Este componente basico se acopla a la fase sélida usando quimica de Fmoc. La forma acoplada de este
componente basico se denominara en forma abreviada PEG.

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

Una solucion de tetraetilenglicol seco (19,4 g, 0,100 mol) y cloruro de metanosulfonilo (25,2 g, 0,220 mol) en THF
seco (100 ml) se mantuvo con argén y se enfrid a 0°C en un bafio de hielo/agua. Al matraz se afiadi6é una solucién
de trietilamina (22,6g, 0,220 mol) en THF seco (25 ml) gota a gota durante 45 min. Después de 1 h el bafio de
enfriamiento se retir6 y se continudé con la agitacion durante 4 h. Se afadié agua (60 ml). A la mezcla se afadio
hidrogenocarbonato sédico (6g a pH 8) y azida sddica (14,3 g, 0,220 mol) en ese orden. Se eliminé el THF por
destilacion y la solucién acuosa se calenté a reflujo durante 24 h (se formaron dos fases). La mezcla se enfrid y se
afiadio éter (100 ml). La fase acuosa se saturd con cloruro sddico. Las fases se separaron y la fase acuosa se
extrajo con éter (4 x 50 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 50 ml) y se secaron
(MgS0y). La filtracion y concentracion proporcion6 22,1 g (91%) de aceite amarillo. El producto se uso6 en la
siguiente etapa sin purificacion adicional.

11-Azido-3,6,9-trioxaundecanamina

A una suspension de 1,11-diazido-3,6,9-trioxaundecano (20,8 g, 0,085 mol) en acido clorhidrico al 5% (200 ml),
enérgicamente agitada de manera mecanica, se afiadid una solucién de trifenilfosfina (19,9 g, 0,073 mol) en éter
(150 ml) durante 3 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agité durante 24 h adicionales. Las fases se
separaron y la fase acuosa se extrajo con diclorometano (3 x 40 ml). La fase acuosa se enfri6 en un bafio de
hielo/agua y se ajusto el pH hasta aproxim. 12 por adicion de KOH. El producto se extrajo en diclorometano (5 x 50
ml). Las fases organicas combinadas se secaron (MgSQa). La filtracién y evaporacion proporcioné 14,0 g (88%) de
aceite amarillo. El andlisis por espectroscopia de masas de MALDI-TOF (matriz: acido a-ciano-4-hidroxicinamico)
proporciond un pico de M+H a 219 como se esperaba. Una caracterizacion adicional usando espectroscopia de
NMR 'H (500 MHz) y **C (125 MHz) verificé la estructura.

Acido 17-Azido-5-0x0-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico

A una solucién de 11-azido-3,6,9-trioxaundecanamina (10,9 g, 50,0 mmol) en diclorometano (100 ml) se afadié
anhidro diglicélico (6,38 g, 55,0 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé durante una noche. El analisis de HPLC
(columna Vydac 218TP54; disolventes: A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente B del 4-16%
durante 20 min; flujo 1,0 mi/min; detecciéon UV a 214 y 284 nm), mostré6 una conversiéon completa de material de
partida en un producto con un tiempo de retencion de 18,3 min. La solucidon se concentrd para proporcionar un
rendimiento cuantitativo de un jarabe amarillo. El producto se analiz6 por LC-MS (ionizacion EN) proporcionando
[MH]+ a 335 como se esperaba. La espectroscopia de RMN 'H (500 MHz) y 13C (125 MHz) concordaba con la
estructura. El producto se us6 en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

Acido 17-Amino-5-0x0-6-aza,3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico
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Se redujo una solucion de acido 17-azido-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico (8,36 g, 25,0 mmol) en
agua (100 ml) usando H; (g) -Pd/C (10%). La reaccién se procesé hasta que el andlisis de LC-EM mostré una
conversion completa del material de partida (columna Vydac 218TP54; disolventes: A = agua/TFA al 0,1% TFAy B =
acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente B del 4-16% B durante 20 min; flujo 1,0 ml/min; deteccién UV a 214 y 284 nm,
ionizacion EN que proporciona M+H a 335 para el material de partida y 309 para el producto). La solucion se filtré y
se uso directamente en la etapa siguiente.

Acido 17-(Fmoc-amino)-5-ox0-6-aza,3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico

A la solucién acuosa de acido 17-amino-5-0x0-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico anterior (correspondiente a
aminoacido 25,0 mmol) se afiadio bicarbonato sédico (5,04 g, 60,0 mmol) y dioxano (40 ml). Se afiadié gota a gota
una solucién de cloruro de Fmoc (7,11 g, 0,275 mol) en dioxano (40 ml). La mezcla de reaccién se agité durante una
noche. El dioxano se retird por evaporacion (rotavapor) y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. La fase
acuosa se acidificé por adicion de acido clorhidrico y el material precipitado se extrajo en cloroformo. La fase
organica se sec6 (MgSOQ.), se filtr6 y se concentré para proporcionar 11,3 g (85%) de un jarabe amarillo. La
estructura se confirmé por analisis LC-EM (columna Vydac 218TP54; disolventes: A = agua/TFA al 0,1% TFAy B =
acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente B del 40-60% B durante 20 min; flujo 1,0 ml/min; detecciéon UV a 214 y 254 nm,
proporcionando la ionizacion EN M+H a 531 segun se espera para el pico de producto a 5,8 minutos). El analisis
mostré un contenido muy reducido de productos secundarios y el material se usé sin purificacion adicional.

1 b) Sintesis de CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-PEG-NH>»

¥ +
Jaﬁwﬂ%ﬂgmwuwwwm

HC

m Peso molecular = 409,163
N H“={l Masa exacta = {407,812
2 W, Formula molecular = CE8MHSRCINIEQ1 783

La unidad de PEG se acopl6 manualmente a resina Rink Amide AM, partiendo de una escala de 0,25 mmol,
mediado por activacion de HATU. El péptido restante se ensambld en un sintetizador de péptidos automatico ABI
433A usando cartuchos de aminoacidos de 1 mmol. Los aminoacidos se activaron previamente usando HBTU antes
del acoplamiento. Se cloroacetilaron grupos de amina N-terminal usando una soluciéon de anhidrido cloroacético en
DMF durante 30 min. La eliminacién simultdnea de péptido y grupos protectores de cadena lateral (excepto tBu) de
la resina se realiz6 en TFA que contenia TIS (5%, H20 (5%) y fenol (2,5%) durante dos horas. Después del
tratamiento se obtuvieron 322 mg de péptido bruto (HPLC analitica: Gradiente de B al 5-50% durante 10 min en el
que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CB/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2
ml/min; deteccién UV 214 nm; tiempo de retencion de producto, 6,37 min). Se realiz6 una caracterizacion de
producto adicional usando espectrometria de masas: Esperada, M+H a 1409, encontrada a 1415).

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

HN\{)L j\n/N\)LN/YN\)L )\”, \i LN%QNOWONNY\O/\[‘,NH
No

HO Peso molecular = 1372,702

H Masa exacta = 1371 835
HN HN:(‘] Formula molecular = CE8HI7N15301783

Se disolvieron 322 mg de CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-(PEG)n-NH; en agua/acetonitrilo.
La mezcla se ajustd a pH 8 con solucién de amoniaco y se agit6 durante 16 horas. Después del tratamiento se
obtuvo péptido bruto (HPLC Analitica: Gradiente de B al 5-50% B durante 10 min en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B
B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 ml/min; deteccion, UV 214
nm; tiempo de retencion de producto, 6,22 min). Se realizé una caracterizacién adicional de producto usando
espectrometria de masas: Esperada M+H a 1373, encontrada a 1378).

1 d) Sintesis de disulfuro [Cys*®] tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys*Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-PEG-NH,
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8 8
o H g H o H\/E\ M I
HN - ?jl N\gl\ﬁﬁ]’h“g/ﬂ\ﬁ)\fﬁ . ﬁerwQ/\fowOAVle/\O,\erHz
0 0 ‘)=G O o o] o)

HG Peso molecular = 1258,469
H Masa exacta =1257,494
HN HN-?-{NHZ Férmula molecular = CSOHTEN1801783

Se trat6 tioéter ciclo [CH2CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-(PEG)n-NH, con una solucion de anisol
(200 pl), DMSO (2 ml) y TFA (100 ml) durante 60 min después de lo cual se eliminé el TFA al vacio y el péptido se
precipito por adicion de éter dietilico. Se realizé una purificaciéon por HPLC preparativa (columna Phenomenex Luna
5 p C18 (2) 250 x 21,20 mm) de 70 mg de material bruto usando B al 0-30%, en el que A = H,=/TFA al 0,1% y B =
CH3CHI/TFA al 0,1%) durante 40 min a un caudal de 10 ml/min. Después de la liofilizacién se obtuvieron 46 mg de
material puro (HPLC analitica: Gradiente de B al 0-30% durante 10 min en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B =
CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 ml/min; deteccién, UV 214 nm;
tiempo de retencion de producto 6,80 min). Se realiz6 una caracterizacion de producto adicional usando
espectrometria de masas: Esperada, M+H a 1258,5, encontrada a 1258,8).

1 e) Sintesis de disulfuro [Cys®*®] tiotéter ciclo [CH,CO-Lys(fluoresceina)-Cys*Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-PEG-NH,

o : 3 :
H&\iNJ\rH\j\N n\i&)\‘(n\/&w }3\/\0”\/0%0/\@2 o NH,
VYT Yy i oY
o} e] o] Q

NH
NH,

Peso molecular = 1616.78

o Masa exacta = 1615,54
0 Férmula molecular = C71HBEN15023583

Se disolvieron 3 mg de [Cysz'e] ciclo[CH,CO-Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-PEG-NH,, 16,2 mg de éster de
NHS de Fluoresceina y 4 ml de N-metilmorfolina en DMF (3 ml). La mezcla se protegié de la luz y se agité durante
una noche. Se realiz6 una purificacion por HPLC preparativa (columan Vydac 218TP1022 C18) de la mezcla de
reaccion usando B al 20-30%, en la que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 40 min a un
caudal de 10 ml/min. Después de la liofilizacion se obtuvieron 21,6 mg de material puro (HPLC analitica: Gradiente
de B del 10-40% durante 10 min en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex
Luna 3 pc C18/2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 ml/min; deteccién, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 7,0 min). Se
llevé a cabo una caracterizacion de producto adicional usando espectrometria de masas: Esperada M+H a 1616,5,
encontrada a 1616,3).

Ejemplo 2:
Sintesis de disulfuro [Cys ** ] tioéter ciclo[CH,CO-Asp-Cys*Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys-Gly]-Bis(aminoetil)

etilenglicol-fluoresceina

2a. Sintesis de CICH,CONH-Asp-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys (tBu)-Phe-Cys-Gly-NH- (CH,CH,0),CH,CH,;NH;

12



ES 2361 670 T3

Q .
M o o] O o]
BN N N . N/\[],H\_)J\N H\JI\N H\/u\ /\/OVAO/\/NHZ
N : N H N
O G
Y=o Mo
HO NH HO Peso molecular = 1293,986
] Masa exacta =1282.512
H2N_< Formula molecular = C52HB5CIN1401653

El péptido se sintetizd en un sintetizador de péptidos automatico ABI 433A partiendo de resina O-Bis-(aminoetil)
etilenglicol tritilo en una escala 0,25 mmol usando cartuchos amino de 1 mmol. Los aminoacidos se activaron
previamente usando HBTU antes del acoplamiento. EI N-terminal se cloroacetil6 usando anhidrido cloroacético. La
5 eliminacion simultanea de péptido y grupos protectores de cadena lateral (excepto tBu) de la resina se realizo en
TFA que contenia TIS (5%), H20 (5%) y fenol (2,5%) durante dos horas. Después del tratamiento se obtuvieron 364
mg de péptido bruto (HPLC Analitica: Gradiente de B al 5-50% durante 10 min en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B =
CH3CN/TFA al 0,1%; 2 ml/min; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; deteccion UV 214 nm; tiempo
de retencion de producto 6,55 min). Se realiz6 una caracterizacion de producto adicional usando espectrometria de
10 masas por electronebulizacion: esperada M+H a 1293,5, encontrada a 1293,4).

2b. Sintesis de ciclo [CH,CONH-Asp-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-Gly-NH-(CH»,CH,0),CH>CH,NH,

s
& =z
° o] y o] o : o 0
v R;\;)‘N’\{E AA NI A M Ao,
H : H : R i H o H

z Is! O
Ple O Peso molecular = 1257 528

NH Masa exacta = 1256,535
H@l—-« Férmula molecular = CB2HBANT401653
N

Se disolvieron 250 mg de CICH2CONH-Asp-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-Gly-NH-
(CH2CH»0),CH,CH2NH_ en agua/acetonitrilo. La mezcla se ajustd6 a pH 8 con solucion de amoniaco y se agitd

15 durante 18 horas. Después de la liofilizacion, se obtuvo el péptido bruto como un polvo blanco. (HPLC Analitica:
Gradiente de B al 5-50% durante 10 min, en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; flujo 2 ml/min;
columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; deteccion UV 214 nm; tiempo de retencion de producto
6,17min). Se realiz6 una caracterizacion de producto adicional usando espectrometria de masas con
electronebulizacion: esperada M+H a 1257,5, encontrada a 1257,6).

20 2.c Sintesis de [Cys*®] ciclo[CH,CONH-Asp-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-NH-(CH>CH,0),CH>CH2NH,

5

o 0
HN\)LN HJN/\H/H\)L N\)L ﬁ\)Lﬂ,ﬁvo\/\o/\,NHz
H

B—.: o O
o } o

Peso molecular = 1143,283
HO HO b Masa exacta = $142,394

NH Eormula molecular = . CA4HBBN140 1653

HN—(

NH

T

Se disolvié ciclo[CH,CONH-Asp-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-Gly-NH-(CH>CH;0),CH,CH;NH;2 en una
solucion de anisol (500 pl), DMSO (4 ml) y TFA (200 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15 min
después de lo cual se eliminé el TFA al vacio y el péptido se precipitd por adicion de éter dietilico. Se realizé una
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purificacién por HPLC preparativa (columna Phenomenex Luna 5 p C18 (2) 250 x 21,20 mm) del material bruto
usando B al 0-30%, en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 40 min a un caudal de 10
ml/min. Después de la liofilizacion se obtuvieron 44 mg de material bruto. (HPLC Analitica: Gradiente de B al 0-30%
durante 10 min en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; flujo 2 ml/min; columna, Phenomenex
Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; deteccion UV 214 nm; tiempo de retencion de producto 5,88 min). Se realizé una
caracterizacion de producto adicional usando espectrometria de masas por electronebulizacion: esperada M+H a
1143,4, encontrada a 1143,5).

2d. Conjugacién de [Cys*®] ciclo [CH,CONH-Asp-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-NH-(CH.CH,0),CH,CH,NH,

con fluoresceina

;{)\7 4“\/""\(”‘/’1 On\{‘u’\}rn\jﬂﬁ,\,omowm o
9 &

o
~ YO
(&)
Peso melecular = 1501,603 o]
Masa exacta = 1500 442

HO
Férmula molecular = CBSH7BN1402253

Hzr\é—(

HO

Se disolvieron 10 mg de [Cysz’G] ciclo [CH,CONH-Asp-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-NH-
(CH2CH20)>,CH,CH2NH_ , 4,7 mg de éster de NHS de fluoresceina y 5 pl de 4-metilmorfolina en DMF (0,5 ml) y la
solucion se agité durante 3 horas. Se realiz6é una purificacion por HPLC preparativa (columna Phenomenex Luna 5 p
C18 (2) 250 x 21,20 mm) del material bruto usando B al 0-30%, en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al
0,1%, durante 40 min a un caudal de 10 ml/min. Después de la liofilizacién se obtuvieron 6 mg de material bruto.
(HPLC Analitica: Gradiente de B del 0-30% durante 10 min en el que A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al
0,1%; flujo 2 ml/min; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; deteccion UV 214 nm; tiempo de
retencién de producto 10,07 min). Se realizé una caracterizacion de producto adicional usando espectrometria de
masas por electronebulizacion: esperada M+H a 1501,4, encontrada a 1501,4).

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Amersham Health AS
<120> Compuestos basados en péptidos
<130> PN0353

<150> NO20033115
<151> 08-06-2003

<160> 8

<170> PatentIn version 3.1
<210>1

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 1

Lyes Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys
1 5 :

<210> 2

<211>8
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> TIOET.

<222> (1)..(8)

<223> Puente tioéter entre los aminoacidos 1y 8.

<220>

<221> DISULFUR

<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre los aminoacidos 2 y 6.

<400> 2

Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys
1 5

<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 3

Lys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly
1 5 10
<210> 4
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> TIOET.

<222> (1)..(3)

<223> Puente tioéter entre los aminoéacidos 1y 3.

<220>

<221> DISULFUR

<222> (7)..(9)

<223> Puente disulfuro entre los aminoacidos 7 y 9.

<400> 4
Lys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly
1 5 10
<210>5
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400>5
Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys
1 5

<210>6
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<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> TIOET.

<222> (1)..(6)

<223> Puente tioéter entre los aminoacidos 1y 6.

<220>

<221> DISULFUR

<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre los aminoacidos 2 y 8.

<400> 6

Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe (Cys

1 5
<210>7
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 7

2asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys

1 5
<210>8
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> TIOET.

<222>(1)..(8)

<223> Puente tioéter entre los aminoéacidos 1y 8.

<220>

<221> DISULFUR

<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre los aminoacidos 2 y 6.

<400> 8

Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys

1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un vector peptidico y al menos un colorante de fluoresceina, en el que dicho
compuesto se selecciona de una de las féormulas:

z — W,

S ———S

Ta—c (=0) —xl-xz—x3-G—D-x4-x5—>|<6-x7—z

S (CH,)

()

2

R,-C(=0) -X,-X,-X,-G-D-X,-X-X.-X,-Z
| ! l |
S (CH,) 4, S——S8
(v)
Z —W,

S S

I 1
R,-C(=0) -X,-X,-X;-G-D-X,-Xs-Xs-X,-Z
S (CH,)

V)

en las que:

Ra representa - (CH2)n - 0 - (CH2)n-CesH4- que forma un puente con Xz, X4 0 X, €n las que

n representa un numero entero positivo de 1 a 10,

X1 representa un enlace 6 1, 2, 3, 4 6 5 restos aminoacidicos, en el que un resto aminoacidico esta
opcionalmente funcionalizado con un resto espaciador, o dicho resto aminoacidico posee una cadena lateral
funcional, tal como un grupo acido o amina,

X2, Xa y Xg representan restos aminoacidicos que pueden formar un enlace disulfuro o tioéter,

X3 representa arginina,

G representa glicina,

D representa acido aspartico,

Xs representa un aminoacido hidréfobo; y

X7 representa un resto espaciador o biomodificador o esta ausente, y

W1 es un resto espaciador o esta ausente,

h es un nimero entero positivo 1 6 2 y en el que al menos uno de los grupos Z que esta presente representa un
colorante de fluoresceina;

o una sal fisiol6gicamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto de férmula Ill, de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R, representa —(CHy)-.

3. Un compuesto de férmula Ill, de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2m en el que X; representando un resto
aminoacido con una cadena lateral funcional, tal como un grupo acido o amina, seleccionandose el aminoacido de
acido aspartico, lisina, acido glutamico, homolisina o acido diaminoalicilico.

4. Un compuesto de formula Ill, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que Xz, Xa 'y Xs
representan independientemente un resto de cisteina o de homocisteina.
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5. Un compuesto de formula lll, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que Xs representa
fenilalanina, tirosina, una 3-yodo-tirosina o naftilalanina.

6. Un compuesto de férmula Ill, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que Xy
comprende 1-10 unidades de un componente basico PEG monodisperso o esta ausente.

7. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes o diluyentes farmacéuticamente
aceptables.

8. Compuestos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para usar como agente de contraste de formacion de
imagenes Opticas.

9. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la fabricacion de un agente
de contraste de formacion de imagenes Opticas para usar en un procedimiento de diagndéstico que implique
administrar dicho agente de contraste a un cuerpo humano o animal y generar una imagen de al menos parte de
dicho cuerpo.

10. Un procedimiento de generacién de imagenes de un cuerpo humano o animal por formacién de imagenes
Opticas que implica generar una imagen de al menos una parte de dicho cuerpo en el que se ha distribuido un
agente de contraste previamente administrado, caracterizado porque dicho agente de contraste comprende un
compuesto reivindicado en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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