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DESCRIPCIÓN

Conjugados de fotosensibilizadores y fragmentos de anticuerpo

La invención se refiere a terapia fotodinámica (PDT) para la destrucción selectiva de células malignas, enfermas o 5
infectadas o agentes infecciosos sin provocar daño en células normales. Esto puede conducir a un tratamiento 
clínico más eficaz.

El tratamiento actual de enfermedad es, predominantemente, no dirigido. Se administran fármacos por vía sistémica 
o por vía oral que exponen muchos otros tejidos así como los tejidos que están enfermos. En terapia de cáncer, los 10
fármacos quimioterapéuticos son específicos para células que están creciendo y se dividen rápidamente ya que 
actúan principalmente por un mecanismo que interfiere con la replicación del ADN [1] (Para detalles de todas las 
referencias, véase sección de referencias posterior). Otras células pueden captar el fármaco y también intoxicarse, 
tales como células madre de médula ósea que se dividen rápidamente, dando como resultado inmunosupresión y 
enfermedad. En enfermedades infecciosas, el fármaco antibacteriano se introduce en la sangre (por vía oral o por 15
inyección) e interfiere con una ruta metabólica bacteriana particular. La exposición de otros tejidos al fármaco puede 
dar como resultado efectos secundarios así como el principal problema de la resistencia farmacológica. Las células 
infectadas por virus son difíciles de tratar ya que su metabolismo es prácticamente idéntico a células humanas no 
infectadas. 

20
Se ha postulado generalmente la hipótesis de que los avances de la medicina pueden estar en la adaptación de los 
fármacos a la enfermedad. Esto significa, entre otros, suministrar el producto terapéutico al tejido u organismo diana 
correcto, en lugar del enfoque de acierto y error no selectivo de la mayoría de los fármacos convencionales usados 
en la actualidad. Esto dará como resultado la administración de dosis menores, menores efectos secundarios y 
toxicidades, y mejores respuestas generales. Los avances en la genómica significarán algún día que los fármacos 25
puedan adaptarse al individuo, ya que el cáncer de mama en un individuo puede diferir del cáncer de mama en otro 
individuo.

Existen muchos fármacos usados clínicamente en la actualidad que son muy buenos en la destrucción o tratamiento 
de las células enfermas, una vez que el fármaco se ha acumulado en el tejido correcto. Por lo tanto, el problema 30
está en la dirección específica de fármacos en lugar de sus mecanismos de acción. Los ejemplos de esto incluyen 
radiación ionizante dirigida a diferencia de radioterapia de haz externo [2], fármacos quimioterapéuticos dirigidos (por 
ejemplo, metotrexato o doxorrubicina) a diferencia de fármacos libres [3] y toxinas [4]. La PDT es un ejemplo 
particularmente bueno ya que ya está bien establecida en muchos tratamientos, pero se está haciendo evidente que 
un mejor resultado terapéutico, y en consecuencia aplicaciones clínicas expandidas en gran medida, vendrían de la 35
predirección del fármaco sensibilizador a los tejidos correctos además de dirección de la fuente de luz, que no es
precisa al nivel celular [5,6]. 

La dirección de fármacos u otros efectores a las células deseadas es un área bien establecida. Uno de los 
principales enfoques de la dirección es usar anticuerpos o ligandos específicos de células como el elemento de 40
dirección de una molécula multifuncional [7,8]. Un buen diseño para dicha molécula multifuncional sería uno que sea 
altamente específico para células enfermas, capaz de portar muchos fármacos con alta capacidad sin comprometer 
su función y capaz de depositar el fármaco en el compartimento subcelular que se vería afectado principalmente. 

Los anticuerpos han evolucionado de forma natural para actuar como la primera línea de defensa en el sistema 45
inmunitario de mamíferos. Son glucoproteínas complejas que tienen especificidad exquisita y enorme diversidad. 
Esta diversidad surge de combinación de genes programada y mutagénesis dirigida, dando como resultado 
probablemente un billón de secuencias de anticuerpo diferentes [9]. Esta diversidad significa que los anticuerpos 
pueden unirse prácticamente a cualquier molécula diana que es habitualmente de naturaleza proteica. Es posible en 
la actualidad imitar la selección y producción de anticuerpo in vitro, seleccionando anticuerpos humanos 50
recombinantes contra prácticamente cualquier diana deseada [10].

Esta selectividad antigénica que se confiere por dominios variables y es independiente de los dominios constantes, 
se conoce de experimentos que implican la expresión bacteriana de fragmentos de anticuerpo, que contienen todos 
uno o más dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas de tipo Fab (Better et al. (1988) Science 240, 55
1041); moléculas Fv (Skerra et al. (1988) Science 240, 1038); moléculas Fv monocatenarias (ScFv) en las que los 
dominios compañeros VH y VL están unidos mediante un oligopéptido flexible (Bird et al. (1988) Science 242, 423; 
Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de dominio sencillo (dAb) que comprenden 
dominios V aislados (Ward et al. (1989) Nature 341, 544). Una revisión general de las técnicas implicadas en la 
síntesis de fragmentos de anticuerpo que conservan sus sitios de unión selectiva se encontrará en Holliger y60
Hudson, Nature Biotechnology (2005) 23, 1126-36.

Un número significativo de fármacos biotecnológicos que están en desarrollo se basan en dirigir anticuerpos 
[7,11,12]. La técnica de selección in vitro más popular es la presentación en fagos de anticuerpos, en la que los 
anticuerpos se presentan y manipulan en la superficie de virus [10].65
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La presentación de proteínas y polipéptidos en la superficie de bacteriófagos (fagos), fusionados con una de las 
proteínas de cubierta del fago proporciona una herramienta poderosa para la selección de ligandos selectivos. Esta 
técnica de “presentación de fagos” se usó originalmente por Smith en 1985 (Science 228, 1315-7) para crear 
grandes bibliotecas de péptidos para el fin de seleccionar los que tuvieran una alta afinidad por un antígeno 
particular. Más recientemente, el método se ha empleado para presentar anticuerpos en la superficie de fagos para 5
identificar ligandos que tengan propiedades deseadas (McCafferty et al., Nature, 1990, 552-554). 

El uso de presentación de fagos para aislar ligandos que se unan con moléculas biológicamente relevantes se ha 
revisado en Felici et al. (1995) Biotechnol. Annual Rev. 1, 149-183, Katz (1997) Annual Rev. Biophys. Bionaol. 
Struct. 26, 27-45 y Hoogenboom Nature Biotechnology (2005) 23, 1105-16.10

Se están desarrollando muchos anticuerpos terapéuticos para una serie de enfermedades, principalmente cáncer, 
enfermedades autoinmunitarias y prevención de rechazo de aloinjertos. La Tabla 1 enumera algunos de estos 
anticuerpos importantes. 

15
Tabla 1 Usos terapéuticos de anticuerpos (adaptada de [11,12])

Anticuerpo Diana Aplicación

Herceptin (trastuzumab) Receptor ErbB2 (Her 2) Terapia de cáncer de mama 

Rituxan (rituximab) CD20 Linfoma

Theragyn (pemtumomab) Muc-1 Cáncer ovárico

Remicade (infliximab) TNF-alfa Artritis reumatoide, enfermedad de 
Crohn

Zenapax (daclizumab) CD25 Rechazo de aloinjertos

Panorex (edrecolomab) Antígeno de superficie 17-
1A 

Cáncer colorrectal

Vitaxin Integrina alfa Vbeta3 Sarcoma

Protovir Citomegalovirus (CMV) Infección por CMV

MFE-23 Antígeno carcinoembrionario Cáncer colorrectal

Amevive (alefacept) CD11a Psoriasis

Bexxar (I131-tositumomab) CD-20 Linfoma

Mylotarg (ozogamicina de 
gemtuzumab)

CD-33 Leucemia

Los anticuerpos pueden unirse con un alto grado de especificidad con células diana que expresan el receptor 
apropiado. La afinidad de un anticuerpo es una medida de lo bien que un anticuerpo se une con la diana (antígeno). 
Habitualmente se describe por una constante de disociación en equilibrio (Kd). Para anticuerpos que es necesario 20
internalizar, la velocidad de asociación es más importante ya que la velocidad de disociación no es aplicable si el 
anticuerpo se lleva dentro de la célula. Existen diversas tecnologías para seleccionar y manipular anticuerpos que 
tienen propiedades estructurales y de unión deseadas [13].

Como con todas las moléculas biológicas, el tamaño del anticuerpo afecta a su farmacocinética in vivo [14,15].25
Moléculas mayores persisten más tiempo en la circulación debido a eliminación lenta (se eliminan glucoproteínas 
grandes mediante captación específica por el hígado). Para anticuerpos completos (peso molecular de 150 KDa) 
que reconocen un antígeno de células cancerosas en un sistema de modelo de ratón experimental, el 30-40 % 
puede captarse por el tumor, pero debido a que persisten más tiempo en la circulación, se tardan 1-2 días en 
alcanzar una relación de tumor:sangre de más de uno. Las relaciones típicas de tumor:sangre son de 5-10 30
aproximadamente el día 3 [16]. Con fragmentos menores de anticuerpos, que se han producido por técnicas in vitro 
y tecnología de ADN recombinante, la eliminación de la circulación es más rápida (las moléculas menores de 
aproximadamente 50 KDa se excretan a través de los riñones). Los Fv de cadena sencilla (aproximadamente 30 
KDa) son moléculas de unión artificiales derivadas de anticuerpos completos, pero contienen la parte mínima 
requerida para reconocer antígenos [17]). De nuevo en sistemas de modelo de ratón, los scFv pueden suministrar 1-35
2 % de la dosis inyectada, pero con relaciones de tumor:sangre mejores de 20:1, con algunas relaciones de 
tumor:órgano incluso mejores [18]. Como los scFv se han desarrollado solamente durante los últimos 10 años, no 
hay muchos ejemplos en ensayos clínicos tardíos [19]. A partir de ensayos clínicos de anticuerpos completos, la 
cantidad suministrada de hecho a tumores es aproximadamente el 1 % de la vista en modelos de ratón, pero con 
relaciones tumor:órgano similares [20]. Si se une otra molécula al anticuerpo, entonces el nuevo tamaño y 40
propiedades físico químicas determinan la farmacocinética alterada. Adicionalmente, propiedades tales como carga 
neta e hidrofilia pueden efectuar la cinética de dirección [21].
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Algunos antígenos de superficie celular son estáticos o se internalizan muy lentamente cuando se unen con un 
ligando tal como un anticuerpo. Hay algunos que tienen una función que requiere internalización, tal como 
señalización celular o captación de metales y lípidos. Los anticuerpos pueden usarse para suministrar agentes por 
vía intracelular mediante dichos antígenos. Estos agentes pueden ser terapéuticos, reparando o destruyendo células 
enfermas. Los ejemplos incluyen suministro génico [22], el suministro intracelular de toxinas (por ejemplo, exotoxina5
de Pseudomonas [4]), enzimas (por ejemplo ribonucleasa [23], desoxirribonucleasa [24]) y fármacos (por ejemplo 
metotrexato [3]). Es necesario dirigir algunos de estos agentes a orgánulos subcelulares particulares para ejercer 
sus efectos [24]. Los avances en la biología celular han descubierto “códigos” de dirección intracelular; estos son 
secuencias de aminoácidos que dirigen las proteínas intracelulares a ciertos compartimentos subcelulares. Hay 
secuencias específicas que se ha descubierto que dirigen diversas proteínas al núcleo, retículo endoplásmico, Golgi, 10
lisosomas y mitocondrias ([25], Tabla 2). Estos se están desarrollando como complementos para mejorar la acción 
farmacológica localizando proteínas terapéuticas en el compartimento diana.

Tabla 2 Secuencias peptídicas que podrían usarse para localización subcelular
Nombre de la Secuencia Función Secuencia de Aminoácidos

Localización nuclear T grande de SV 
40

Dirige polipéptidos al núcleo KKKKRPR

SRY humano Dirige polipéptidos al núcleo

Péptido N terminal de proteína de 
unión a ATP que contiene dirección a 
mitocondrias

Dirige polipéptidos a la mitocondria

Dirección a membrana lisosómica Dirige polipéptidos a los lisosomas TMGY o TMLI

Señal de Retención en el retículo 
endoplásmico (RE)

Permite que las proteínas viajen de 
vuelta al RE

KDEL

Hemaglutinina de Gripe HA2 Rompe la membrana

vp1 de virus de la polio Rompe la membrana

Defensina humana Rompe la membrana

Proteína F1 de fusión del virus Sendai Rompe la membrana

15
Ha habido mucha investigación sobre fármacos terapéuticos dirigibles en la que se han ligado funciones efectoras 
nuevas con anticuerpos u otros ligandos de dirección. Es necesario internalizar algunos de estos para suministrar 
con éxito un agente tóxico. Muchos de estos han mostrado buenos resultados in vitro e in vivo en modelos animales, 
pero han sido decepcionantes en la clínica. Las inmunotoxinas han mostrado problemas tales como reacciones 
inmunitarias y toxicidad al hígado/riñón [26]. Ha habido avances con nuevas inmunotoxinas “humanizadas” 20
basándose en enzimas tales como ribonucleasa [23] y desoxirribonucleasa [24]. Estas potencialmente tienen efectos 
secundarios menores, son más tolerables, pero aún así no tienen un efecto de destrucción de espectadores. Los 
fármacos quimioterapéuticos tienden a ser mucho menos activos cuando se unen a proteínas ya que no se liberan 
eficazmente, requiriendo de este modo enlazadores químicos selectivamente escindibles. La radioinmunoterapia 
tiende a irradiar a otros tejidos de camino al tumor, proporcionando toxicidad de médula ósea e hígado. Los 25
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fármacos fotosensibilizadores (PS) son agentes particularmente atractivos para unir a proteínas ya que los 
elementos citotóxicos son el oxígeno singlete y otras especies de oxígeno reactivas generadas a partir de ellos y no 
los fármacos PS en sí mismos [5,6].

Aunque los anticuerpos son la primera elección cuando se trata de considerar ligandos para dirección o detección, 5
existen muchos ligandos alternativos, algunos de los cuales se han aprovechado mediante técnicas de 
presentación/selección de fagos (u otras). Estos incluyen ligandos naturales para receptores (por ejemplo, 
interleucina 6 (IL-6) [27] y factor de necrosis tisular (TNF) [8], péptidos (por ejemplo, neuropéptidos [28]), dominios 
de tipo inmunoglobulina (tales como dominios de fibronectina (fn3) [29], dominios de inmunoglobulina individuales 
[30]), anticalinas [31], repeticiones de anquirina [32], etc. Muchos de estos pueden modificarse por ingeniería 10
genética y optimizarse para mejorar sus propiedades biológicas y terapéuticas [33].

La Terapia Fotodinámica (PDT) es un tratamiento mínimamente invasivo para una serie de afecciones en las que es 
necesario retirar células y tejidos enfermos [6,34,35]. A diferencia de la radiación ionizante, se puede administrar 
repetidas veces en el mismo sitio. Su uso en el tratamiento de cáncer es atractivo debido a que el uso de 15
modalidades convencionales tales como quimioterapia, radioterapia o cirugía no excluye el uso de PDT y viceversa. 
La PDT también encuentra otras aplicaciones en las que deben destruirse poblaciones celulares específicas, tales 
como vasos sanguíneos (en degeneración macular relacionada con la edad (AMD [36]) o en cáncer), el tratamiento 
de trastornos inmunitarios [37], enfermedad cardiovascular [38], e infecciones microbianas [39,40].

20
La PDT es un proceso de dos etapas o binario que comienza con la administración del fármaco PS, por inyección 
intravenosa, o aplicación tópica para cáncer de piel. La naturaliza físico química del fármaco hace que se capte 
preferentemente por células cancerosas u otras células diana [41]. Una vez que se ha obtenido una relación de 
órgano normal:tumor (u otra diana) favorable, la segunda etapa es la activación del fármaco PS con una dosis 
específica de luz, a una longitud de onda particular. El fotosensibilizador, en su estado fundamental o singlete25
absorbe un fotón de luz a una longitud de onda específica. Esto da como resultado un estado de singlete excitado de 
vida corta. Este puede convertirse por cruce entre sistemas en un estado triplete de vida más larga. Es esta forma 
del sensibilizador la que lleva a cabo diversas acciones citotóxicas.

Las principales clases de reacciones son fotooxidación por radicales (reacción de tipo I), fotooxidación por oxígeno 30
singlete (reacción de tipo II), y fotoreacción que no implica oxígeno (reacción de tipo III). La forma de estado triplete 
del sensibilizador provoca la conversión de oxígeno molecular hallado en el ambiente celular en especies de oxígeno 
reactivo (ROS), principalmente oxígeno singlete (1O2) mediante una reacción de Tipo II. Si un fotosensibilizador 
activado interacciona con componentes celulares, se produce una reacción de Tipo I en la que se extraen electrones 
o protones formando radicales tales como radicales de hidroxilo (OH• y superóxido (O2

-•). Estas especies 35
moleculares provocan daños a componentes celulares tales como ADN, proteínas y lípidos [42]. También se ha 
propuesto un mecanismo de Tipo III en el que el fotosensibilizador en estado de triplete interacciona con radicales 
libres para provocar daño celular. El sitio del daño celular depende del tipo de fotosensibilizador, longitud de 
incubación, tipo de células y modo de suministro. Los fotosensibilizadores hidrófobos tienden a dañar membranas 
celulares [42] mientras que los fotosensibilizadores catiónicos se localizan dentro de vesículas de membrana tales 40
como mitocondrias y provocan daño allí [43].

La activación por luz de ROS es altamente citotóxica. De hecho algunos procesos naturales en el sistema 
inmunitario utilizan ROS como un modo de destruir células no deseadas. Estas especies tienen un tiempo de vida 
más corto (<0,04 ms) y actúan en un radio corto (<0,04 mm) desde su punto de origen. La destrucción de células 45
conduce a un área de tipo necrótico de tejido que con el tiempo se desprende o se reabsorbe. El tejido restante se 
cura de forma natural, habitualmente sin cicatrización. No hay calentamiento tisular y el tejido conectivo tal como el 
colágeno y elastina no se ven afectados. Esto da como resultado menor riesgo a las estructuras subyacentes en 
comparación con técnicas de láser térmico, cirugía o radioterapia de haz externo. Una investigación más detallada 
ha mostrado que la PDT induce apoptosis (muerte celular no inflamatoria) y la necrosis resultante (lisis celular 50
inflamatoria) vista se debe a la masa de células moribundas que no se elimina por el sistema inmunitario [44]. La 
investigación de varios fármacos PS incluyendo ftalocianinas de silicio ha mostrado que la PDT induce apoptosis, 
muerte celular programada [45]. La apoptosis es la forma altamente orquestrada y evolutivamente conservada de 
muerte celular en la que las células se suicidan cuidadosamente dividiéndose en trozos empaquetados por 
membrana [46]. Estos cuerpos apoptóticos se marcan para fagocitosis por el sistema inmunitario. Habitualmente, 55
demasiada apoptosis en un área pequeña “sobrecarga” del sistema inmunitario y el área con el tiempo se vuelve 
necrótica; con consecuencias inflamatorias.

La PDT es una reacción fotoquímica fría, es decir la luz de láser usada no es ionizante y suministra niveles bajos de 
energía térmica, y los fármacos PS tienen toxicidad sistémica muy baja. La combinación de fármaco PS y luz da 60
como resultado baja morbilidad y mínima perturbación funcional y ofrece muchas ventajas en el tratamiento de 
enfermedades. Existen pruebas crecientes de que las tasas de respuesta a PDT y durabilidad de las respuestas son 
tan buenas como o incluso superiores a las terapias locorregionales convencionales [35,36].

Generalmente se administran fármacos PS por vía sistémica, con algunas aplicaciones tópicas para lesiones 65
cutáneas. Cuando el fármaco PS se ha acumulado en el tejido diana, con relaciones normalmente de 2-5:1 en 
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comparación con tejidos circundantes normales (excepto en el cerebro en el que la relación puede ser hasta 50:1), 
se dirige luz de baja potencia de una longitud de onda particular al tumor (o el ojo en el tratamiento de AMD [37]).
Debido a que el tejido humano puede transmitir la luz más eficazmente en la región roja del espectro de luz visible, 
los fármacos PS que pueden absorber luz roja (630 nm o superior) pueden activarse hasta una profundidad de 
aproximadamente 1 cm. Después del tratamiento debe evitarse la luz solar directa hasta que los fármacos PS 5
administrados por vía sistémica se eliminen del cuerpo, de lo contrario pueden tener fotosensibilidad cutánea, dando 
como resultado quemaduras cutáneas.

La última generación de fármacos PS tienen longitudes de onda de activación más largas permitiendo de este modo 
una penetración tisular más profunda por luz roja, mayor rendimiento cuántico y mejor farmacocinética con respecto 10
a selectividad tumoral y fotosensibilidad cutánea residual. Estas clases de fármacos PS incluyen las ftalocianinas, 
clorinas, texafirinas y purpurinas. La clorina sintética, Foscan™ es un fármaco PS muy potente con una longitud de 
onda de activación de 652 nm, rendimiento cuántico de 0,43 y fotosensibilidad cutánea de aproximadamente 2 
semanas. Ha habido muchos ensayos clínicos para diversos cánceres, con buenos resultados [35,36]. Hay otros 
fármacos PS que se han desarrollado y están en pruebas que pueden absorber a >700 nm, tales como 15
metatetrahidrofenil bacterioclorina (m-THPBC). Se ha desarrollado un fotosensibilizador de paladio-
bacteriofeoforbida (TOOKAD) que es prometedor en el tratamiento del cáncer de próstata con propiedades de 
absorción de rojo profundo, favorables (pico de absorción a 763 nm) [47].

Los estudios preclínicos han mostrado que el fraccionamiento de la dosis de luz da como resultado efectos de PDT 20
potenciados, permitiendo que el oxígeno reabastezca al sistema antes del siguiente ciclo de activación. Esto se ha 
observado para el fármaco de Miravant MV6401 en un modelo de cáncer de mama ortotópico [48]. La bibliografía 
describe otros modos de potenciar los efectos de PDT no dirigidos tales como el uso de análogos de vitaminas 
administrados por separado para modular la ruta de radicales libres [49], el acoplamiento de fotosensibilizadores 
(por ejemplo m-THPC) a vehículos de polietilenglicol para aumentar su semivida [50], el uso de vehículos de micelas25
poliméricas [51] y el uso de adyuvantes para potenciar la respuesta inmunitaria después de tratamiento con PDT 
[52].

El esquema de tratamiento con PDT es atractivo para el especialista clínico porque pueden tratarse habitualmente 
enfermedades superficiales con anestesia local y sedación [35]. La toxicidad generalmente baja (con la posible 30
excepción de fotosensibilidad cutánea) limita la necesidad de otra medicación. Los tratamientos tópicos no requieren 
condiciones estériles y pueden proporcionarse en una clínica ambulatoria. 

Photofrin™ (porfímero sódico), ácido 5-aminolevulínico (ALA) y Visudyne™ (verteporfina; monoácido derivado de 
benzoporfirina BPD-MA) son tres fármacos PS que tienen aprobación reguladora. Un fármaco PS de segunda 35
generación potente, prometedor, Foscan™ (temoporfina; meta-tetrahidroxifenil clorina) se ha aprobado recientemente 
en Europa, así como metil-5-aminolevulinato. El porfímero sódico; el primer fármaco PS aprobado, tiene licencia 
para su uso en cáncer de vejiga, estómago, esófago, cuello uterino y pulmón. Su rendimiento es moderado debido a 
bajas características de absorción de la luz en el extremo rojo del espectro (activado a 630 nm), lo que significa que 
solamente puede penetrar aproximadamente 5 mm en los tejidos, y selectividad limitada para tejido tumoral diana. 40
También persiste en el cuerpo durante semanas, lo que conduce a fotosensibilidad cutánea. Sin embargo, ha sido 
eficaz en el tratamiento de cánceres de vejiga, estómago, esófago, cuello uterino y pulmón [35,36]. ALA se aplica 
por vía tópica en el tratamiento de lesiones cutáneas y se convierte de forma endógena en protoporfirina IX, una 
molécula PS de región natural. Esta puede activarse a muchas longitudes de onda y su profundidad de efecto es 
inferior a 2 mm. La verteporfina también tienen un buen rendimiento en degeneración macular relacionada con la 45
edad AMD [37,53], sin los problemas de penetración tisular hallados en aplicaciones tumorales. Los ensayos 
Clínicos de TAP y VP han mostrado que la PDT con verteporfina fue más eficaz en la recuperación de pérdida de la 
visión asociada con AMD en comparación con el control de placebo [53].

La PDT puede conseguir tasas de control similares a técnicas convencionales con tasas de morbilidad menores, 50
simplicidad de uso y mejor resultado funcional y cosmético. La PDT se ha usado principalmente cuando los 
enfoques convencionales han fallado o son inadecuados. Estos incluyen lesiones displásicas premalignas y 
cánceres no invasivos que se encuentran habitualmente en la mucosa de los tractos aerodigestivo y urinario (por 
ejemplo, cavidad oral, esófago y vejiga). Los tratamientos actuales para el cáncer en este estadio no son muy 
exitosos y unas buenas respuestas aquí impedirían la aparición de tumores sólidos mayores o propagaciones 55
metastásicas. El tratamiento para esófago de Barrett habitualmente significa esofagectomía, lo que requiere 
anestesia general, tiene riesgo de morbilidad y pérdida de función y desfiguración. La PDT se está viendo como una 
opción atractiva debido a la gran área que puede tratarse superficialmente con menos riesgo. Photofrin™, ALA y 
Foscan™ han producido buenas respuestas en estos tipos de cánceres en ensayo clínicos (Tabla 3). Las 
reapariciones en la pared torácica de cáncer de mama se han tratado con éxito con Foscan

™
[54] y Photofrin

™
[55].60
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Tabla 3 Resultados clínicos con PDT en cáncer (adaptado de [34,35])
Enfermedad Fotosensibilizador Resultado

Cáncer de mucosa de Barrett Porfímero sódico Conversión del 75 % a epitelio normal y 
tumores eliminados

Cáncer de esófago de Barrett ALA sistémico Displasia de alto grado erradicada en todos 
los pacientes

Cáncer de vejiga Derivado de hematoporfirina Respuesta completa del 74 %, 30 % vivos 
después de 5 años

Cáncer de células basales de piel ALA Tópico Respuesta completa del 90 %

Cáncer oral Dihematoporfirina éter Respuesta completa del 87 % durante 5-53 
meses

Reaparición en pared torácica en 
cáncer de mama

Dihematoporfirina éter Respuesta completa del 20 %, respuesta 
parcial del 45 % 

Debido a la fácil accesibilidad a la luz, el tratamiento de enfermedad cutánea tal como cáncer de piel ha producido 
buenos resultados con fármacos PS sistémicos y tópicos (Tabla 3). Las lesiones de cabeza, cuello y orales también 
han producido buenos resultados y son apropiadas debido al buen resultado cosmético del tratamiento (Tabla 3). Se 5
está ensayando el tratamiento de otros cánceres a medida que se realizan avances en la tecnología de suministro 
de láser y luz. Pueden usarse endoscopias para suministrar la dosis de luz activadora a cualquier estructura hueca 
tal como el esófago y la cavidad bronquial, expandiendo de este modo el rango del tratamiento a cánceres 
gastrointestinales y de pulmón (Tabla 3) con cirugía mínima. Pueden tratarse grandes áreas tales como la pleura y el 
peritoneo, cuando la radioterapia no sea capaz de proporcionar una dosis curativa suficientemente alta. La PDT es 10
muy prometedora en el tratamiento de estos cánceres serosos superficiales, en combinación con cirugía 
citorreductora. Puede suministrarse luz a estas superficies grandes en un tiempo corto, a través de cavidades 
huecas. La profundidad de actividad limitada sería una ventaja ya que se evitarían órganos críticos subyacentes 
(Tabla 3). La terapia de adyuvantes también es una opción que se está investigando, en la que el tumor sólido se 
retira quirúrgicamente y cualquier célula tumoral restante se destruye por un ciclo de PDT en la cavidad formada.15

Aunque los cánceres de superficie pueden ser los más susceptibles a PDT, puede que los tumores sólidos puedan 
someterse a tratamiento intersticial, en el que se administra fármaco PS por vía sistémica o mediante inyección 
intratumoral, seguido de la inserción de fibras de láser mediante agujas distribuidas uniformemente por todo el 
tumor. Esto puede dar como resultado necrosis de tumores muy grandes [56,57] (Tabla 3).20

Por lo tanto, hay varias ventajas de la terapia de PDT. Ofrece tratamientos no invasivos, de baja toxicidad que 
pueden dirigirse por la activación de luz. Las células diana no pueden desarrollar resistencia a las especies 
citotóxicas (ROS). Después del tratamiento, existe poca cicatrización tisular. Sin embargo, los fármacos PS no son 
muy selectivos para las células diana con relaciones de diana:sangre normalmente de una única cifra en el mejor de 25
los casos. En muchas situaciones esta falta de selectividad conduce a daño inaceptable a los tejidos normales 
próximos, por ejemplo Photofrin

™
[58, 59] en cánceres esofágicos [60, 61], cáncer de vejiga [62]. Debido a que los 

fármacos PS “se montan sobre” proteínas de la sangre, persisten más tiempo en la circulación de lo que se desea, 
dejando al paciente fotosensible durante 2 semanas en el mejor de los casos.

30
A diferencia de los productos quimioterapéuticos convencionales, los fármacos fotosensibilizadores aún pueden 
estar activos y funcionales estando unidos a vehículos ya que el efecto citotóxico es un efecto secundario resultante 
de la activación por luz. Esto los hace susceptibles de mecanismos de suministro farmacológico específicos que 
implican conjugación con moléculas de dirección. En la actualidad, el enfoque preferido para unir fármacos 
fotosensibilizadores con elementos dirigibles es la conjugación directa de fármacos fotosensibilizadores 35
derivatizados con anticuerpos monoclonales completos. Los anticuerpos completos tienen un peso molecular de 150 
KDa, lo que da como resultado fotoinmunoconjugados muy grandes con farmacocinética desfavorable, tal como 
bajas relaciones de tumor:órgano (2:1) [63,64] que se tarda mucho tiempo en conseguir. La bibliografía actual 
sugiere que los fármacos fotosensibilizadores unidos a restos en un anticuerpo monoclonal pueden tener un efecto 
perjudicial entre sí, produciéndose efectos interruptores debido a malas propiedades espectroscópicas [65]. Además 40
de esto, se ha mostrado que se ve una escasa, y poco fiable, carga de fotosensibilizador en el anticuerpo siendo 
típicas relaciones de 4:1 antes de que el anticuerpo se agregue o pierda función [63-69].

El acoplamiento de fotosensibilizadores se ha intentado usando diversas estrategias con diversos anticuerpos 
monoclonales. Por ejemplo se ha acoplado PPa con anticuerpos monoclonales anti Her 2. Para conseguir buenas 45
relaciones de acoplamiento de sensibilizador: anticuerpo (en la región de 10:1) hubo que hacer al anticuerpo más 
soluble uniendo cadenas de polietilenglicol [68]. Esta PEGilación tendría un efecto perjudicial en la farmacocinética 
del conjugado dando como resultado relaciones de tumor:sangre peores. Además, también se vio aquí la unión no 
covalente del fotosensibilizador con el anticuerpo. Dicha unión no covalente ha sido una característica de la mayoría 
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de los intentos presentados de producir conjugados de anticuerpo-fotosensibilizador, y representa un problema 
importante en la producción fiable de conjugados bien caracterizados. En un estudio adicional, se usó un 
sensibilizador de porfirina con anticuerpos monoclonales 17.1A, FSP77 y 35A7 usando un método de acoplamiento 
de isotiocianato dando como resultado relación de sensibilizador: anticuerpo no mejor de 2,8:1 [67]. Otro ejemplo fue 
la verteporfina (derivado de benzoporfidirina, BPD) con anticuerpo monoclonal C225 (anti-EGFR). Aquí, relaciones 5
de acoplamiento de más de 11:1 dieron como resultado baja inmunorreactividad y solubilidad [69]. Las mejores 
relaciones fueron de aproximadamente 7:1. Estos ejemplos sirven para ilustrar los problemas de producir 
conjugados bien caracterizados con altas relaciones de fotosensibilizador:anticuerpo, y sugieren que el uso de 
fragmentos que son de un tercio a un sexto más pequeños que los anticuerpos completos sería aún menos exitoso 
dada la solubilidad y problemas de carga vistos con la especie proteica más grande.10

El trabajo sobre fármacos PS unidos con anticuerpos monoclonales ha mostrado que si se unen demasiadas 
moléculas PS con un anticuerpo monoclonal individual la hidrofobicidad puede verse afectada y puede resultar un 
efecto adverso en la farmacocinética. Dados los problemas con anticuerpos monoclonales completos, se cree en 
general que los fragmentos pequeños (tales como scFv, 30 KDa) tendrían eficacias de acoplamiento muy 15
desfavorables, dando como resultado que se acoplen solamente uno o dos fotosensibilizadores. Birchler et al [70] 
intentaron producir un conjugado de fotosensibilizador-ScFv eficaz pero solamente pudieron acoplar un único 
fotosensibilizador mediante un resto de cisteína específico de sitio con un scFv.

Otros grupos han intentado evitar estos problemas tratando de unir fármacos PS con “vehículos” diseñados tales 20
como cadenas ramificadas de carbohidratos [71] o polietilenglicol [72] y cadenas de polilisina [73]. Todos estos 
enfoques requieren etapas de conjugación adicionales ya que los vehículos-ligando no pueden realizarse de forma 
completamente recombinante. El uso de dichos polímeros también puede tener problemas tales como inestabilidad 
proteolítica in vivo. Se sabe que cuando se unen fotosensibilizadores de esta manera, se autoinactivan, destruyendo 
sus propiedades fotofísicas y se basan en la degradación de lisozimas para “desinactivarse” antes de que puedan 25
hacerse fotosensibilizadores activos [71]. Por lo tanto, pueden conseguirse relaciones de acoplamiento mayores, 
hasta 10:1, pero solamente con menor fototoxicidad y menor producción de oxígeno singlete que el 
fotosensibilizador libre. Los estudios de Roder et al. [71] mostraron que la actividad fotosensibilizadora de 
feoforbidas cuando se une covalentemente en grandes números en torno a la periferia de un dendrímero se redujo 
drásticamente. Esto es un resultado de los procesos de transferencia de energía, principalmente transferencia de 30
energía de Forster entre colorantes. La transferencia de Forster depende de la distancia y desciende rápidamente 
con la distancia. La interacción de las moléculas colorantes conduce a cambios en el espectro absorción, tiempos de 
vida de fluorescencia reducidos y rendimientos cuánticos de oxígeno singlete. También se han descrito por el grupo 
de los inventores proteínas de fusión que combinan un fragmento de anticuerpo con una molécula vehículo proteica
[74].35

Glickman et al [75,76] describen PDT dirigida por anticuerpos monoclonales contra la diana de vasculatura VEGF 
para enfermedad ocular. Esta usa condiciones de acoplamiento convencionales sin descripción de relaciones de 
anticuerpo: fotosensibilizador. Sin embargo, Hasan et al [77] desvela un sistema de dos disolventes para mejorar las 
relaciones de acoplamiento de fotosensibilizador: anticuerpo. Aquí, usando concentraciones muy altas de 40
disolventes orgánicos (normalmente 40-60 %) mezclados con tampones acuosos, se han presentado relaciones de 
hasta 11:1. Sin embargo, las altas concentraciones de disolvente usado probablemente no se toleren por todos los 
anticuerpos. No se hace mención del uso de fragmentos, pero dada su mayor sensibilidad a disolventes orgánicos, 
no se esperaría que fueran viables en este método. Además, en Hasan et al [77], el gran número de 
fotosensibilizadores acoplados es autointerruptor, por lo tanto este sistema se basa en la internalización y 45
degradación lisosómica para liberar moléculas fototóxicas. No se espera que los fotoinmunoconjugados unidos a la 
superficie celular se expongan a enzimas de degradación como las halladas en lisosomas intracelulares. Esto puede 
excluir la dirección de antígenos bajos/no internalizantes tales como CEA y antígenos de matriz/del estroma.

Uniendo fármacos PS nuevos o establecidos con proteínas vehículo pequeñas, dirigibles, es posible suministrar una 50
dosis altamente específica de fármaco PS a un tejido diana, que puede después activarse por luz. Estos conjugados 
de fármaco PS-vehículo tienen ventajas sobre enfoques de PDT dirigida y no dirigida existentes porque puede 
acumularse una mayor cantidad de fármaco PS en el tejido diana, con relaciones de tejido y sangre/órgano normal 
de 20:1 o mejor, en intervalos de tiempo más cortos. Adicionalmente, estos agentes podrían tener ventajas sobre 
otras estrategias dirigibles con poca o ninguna inmunogenicidad y efectos secundarios menores. Se han usado 55
ligandos menores para suministrar fotosensibilizadores tales como insulina [78], transferrina [79,80], albúmina [81], 
anexinas [82], toxinas [83], estrógeno [84], derivados de rodamina [85], folato [86] y factores de crecimiento tales 
como EGF [87] y VEGF [88]. Ninguno de estos ejemplos o cualquier otra cosa en la bibliografía actual proponen que 
dichos ligandos puedan obtenerse por ingeniería genética mediante evolución proteica o mutagénesis racional para 
mejorar o potenciar los fotosensibilizadores unidos a ellos.60

Sumario de la invención

La presente invención proporciona un método para acoplar fotosensibilizadores con proteínas de dirección biológica 
tales como fragmentos de anticuerpo (por ejemplo scFv) usando condiciones de acoplamiento previamente 65
desconocidas y optimizadas para asegurar que el vehículo permanezca funcional y soluble. Los conjugados 
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preferentemente poseen una relación molar alta y uniforme de fotosensibilizadores unidos covalentemente sin unión 
no covalente. La invención también proporciona conjugados de fotosensibilizador-anticuerpo recombinante obtenido 
por ingeniería genética con propiedades fotofísicas y fotodinámicas optimizadas, y métodos para producirlos. 
Además, la invención proporciona formas de acoplar otras moléculas “no fotosensibilizadoras” que potencian las 
propiedades fotofísicas y fotodinámicas del conjugado global.5

Los inventores describen compuestos preparados por un proceso que produce conjugados de terapia fotodinámica 
dirigida potente, muy eficaz basándose en fragmentos de anticuerpo recombinante pequeños, acoplados 
químicamente con moléculas fotosensibilizadoras y otras moléculas moduladoras. El uso de dichas moléculas 
moduladoras puede alterar el mecanismo de generación de especies de oxígeno reactivas dando como resultado 10
más especies de tipo I (radicales libres y superóxidos) que ROS de tipo II. Esto tiene implicaciones importantes para 
la PDT debido a que cuando se dirigen antígenos sin internalización o con internalización baja tales como proteínas 
de la matriz, se internaliza poco o nada del fotosensibilizador, lo que significa que la especie que pueda dañar 
membranas de superficie celular más eficazmente será más potente que los generadores de oxígeno singlete de tipo 
II. Además, pueden ser preferibles antígenos sin internalización de dirección en algunos casos, particularmente si las 15
células cancerosas han desarrollado alguna forma de resistencia farmacológica a especies de oxígeno reactivas, por 
ejemplo en la regulación positiva de enzimas de eliminación de ROS (por ejemplo superóxido dismutasa).

La naturaleza biológica de los anticuerpos requiere que se mantengan en tampones principalmente acuosos para 
conservar la función e integridad. Sin embargo, los fotosensibilizadores tienden a ser de naturaleza hidrófoba y son 20
escasamente solubles en las condiciones de tampón normalmente usadas para anticuerpos. El acoplamiento de un 
fotosensibilizador con un anticuerpo en condiciones acuosas dará como resultado relaciones de fotosensibilizador: 
anticuerpo bajas y en disolventes dará como resultado proteínas de anticuerpo dañadas. Los inventores describen 
un método que utiliza una combinación de disolventes orgánicos a concentración baja.

25
Los inventores han desarrollado un protocolo de conjugación robusto que puede acoplar eficazmente varios 
fotosensibilizadores con fragmentos de anticuerpo minimizando al mismo tiempo la unión no covalente.

La naturaleza hidrófoba y altamente adsorbente de la mayoría de los fotosensibilizadores y la naturaleza soluble en 
agua de los anticuerpos y otras biomoléculas ha hecho la química de conjugación difícil y lo que es más importante 30
ha hecho casi imposible la retirada de impurezas fotosensibilizadoras no conjugadas de dichas conjugaciones. Estos 
problemas se superaron, sorprendentemente, usando (a) fotosensibilizadores monofuncionales muy puros que 
permiten a los inventores usar relaciones de acoplamiento relativamente bajas entre anticuerpo y fotosensibilizador, 
y (b) usando la combinación de 2 disolventes apróticos con un componente acuoso que puede ser agua, solución 
salina tamponada con fosfato (PBS) o cualquier otra solución de tamponamiento aproximadamente neutra conocida 35
en la técnica.

En un primer aspecto de la invención se proporciona un proceso para preparar un compuesto que comprende un 
agente fotosensibilizador acoplado con una molécula vehículo que comprende las etapas de:

40
(i) proporcionar un agente fotosensibilizador;
(ii) proporcionar una molécula vehículo;
(iii) conjugar el agente fotosensibilizador y la molécula vehículo en presencia de un primer y un segundo 
disolvente aprótico polar y un tampón acuoso;

45
siendo el método como se describe en la reivindicación 1.

Preferentemente, el compuesto comprende una relación de agente fotosensibilizador y molécula vehículo de al 
menos 3:1. Más preferentemente, las propiedades funcionales y físicas del agente fotosensibilizador y la molécula 
vehículo sustancialmente no se alteran después del acoplamiento.50

Los disolventes apróticos polares apropiados de los que se seleccionan el primer y segundo disolvente aprótico 
polar son del grupo que consiste en: dimetil sulfóxido (DMSO); acetonitrilo; N,N-dimetilformamida (DMF); HMPA; 
dioxano; tetrahidrofurano (THF); disulfuro de carbono; glima y diglima; 2-butanona (MEK); sulfolano; nitrometano; N-
metilpirrolidona; piridina; y acetona. Otros disolventes apróticos polares que pueden usarse se conocen bien por los 55
expertos en la materia. La cantidad total de ambos disolventes apróticos polares en relación con la mezcla acuosa 
debería ser de aproximadamente 50 % en volumen. Las cantidades relativas de los 2 disolventes apróticos polares 
entre sí pueden variar de 1 a 49 %: 49 % a 1.

Preferentemente, el primer y segundo disolventes apróticos se seleccionan del grupo que consiste en: DMSO; DMF; 60
y acetonitrilo. Más preferentemente, el primer y segundo disolvente aprótico son DMF y acetonitrilo.

Aún más preferentemente, la relación de tampón acuoso y primer disolvente aprótico y segundo disolvente aprótico 
es aproximadamente 50 %: 1 a 49 %: 49 a 1 %.

65
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La mezcla de disolvente aprótico puede ser de 92 % PBS: 2 % DMSO: 6 % acetonitrilo y la etapa de conjugar el 
agente fotosensibilizador y la molécula vehículo se realiza a una temperatura entre 0 ºC y 5 ºC. La combinación de 
disolventes mantiene la reacción completa homogénea especialmente a estas temperaturas bajas y llevando a cabo 
el acoplamiento durante aproximadamente solamente 30 minutos, los inventores pudieron conseguir relaciones de 
acoplamiento altas y grados muy bajos de unión no covalente.5

La invención proporciona además un proceso en el que la molécula vehículo es un fragmento de anticuerpo y/o un 
derivado del mismo. Preferentemente, el fragmento de anticuerpo y/o derivado es un anticuerpo monocatenario, y 
puede de manera conveniente ser un ScFv. La molécula vehículo es preferentemente humanizada o humana. 

10
Usando el protocolo anterior, pueden acoplarse fotosensibilizadores con grupos de ácido carboxílico derivatizados 
para formar ésteres activos eficazmente y con relación molar alta con fragmentos de anticuerpo mediante restos de 
lisina accesibles en superficie. La pirofeoforbida a (PPA) es un fotosensibilizador derivado de productos naturales, y 
aparte de excelente fotofísica que lo hace un fotosensibilizador ideal, posee una única cadena lateral de ácido 
propiónico. La función del ácido propiónico de PPA puede convertirse fácilmente en el N-hidroxisuccinimida éster 15
(NHS) correspondiente o “éster activo” y purificarse mediante una combinación de cromatografía y recristalización 
para obtener derivados muy puros listos para conjugación, y a continuación acoplarse eficazmente con fragmentos 
de anticuerpo.

Preferentemente, el agente fotosensibilizador es un fotosensibilizador monofuncional. Más preferentemente, el grupo 20
fotosensibilizador es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en: hematoporfirinas, Photofrin™, porfirinas 
de origen natural, clorinas y bacterioclorinas, feoforbidas como pirofeoforbida a y sus derivados como fotocloro, 
clorinas, clorina e6, derivado de mono-1-aspartilo de clorina e6, derivado de di-1-aspartilo de clorina e6, clorina de 
estaño (IV) e6, los derivados de paladio de bacterioclorofilas de origen natural como TOOKAD (Pd-
bacteriofeoforbida), clorinas y bacterioclorinas sintéticas como metatetrahidrofenil clorina (Foscan) y bacterioclorina, 25
derivados de benzoporfirina, derivados de monobenzoporfirina como verteporfina, ftalocianinas, ftalocianinas de 
aluminio sulfonadas (disulfonadas y tetrasulfonadas), naftalocianinas de aluminio sulfonadas y derivados, purpurinas 
como purpurina 18, derivados de estaño y cinc de octaetilpurpurina, etiopurpurina de estaño, verdinas, porficenos, 
porfirinas sintéticas, clorinas y bacterioclorinas, como las mesotrietinilporfirinas (documento WO2004/046151) tanto 
sin metales como metalizadas, porfirinas de núcleo modificado (documento WO2004/076461), porfirinas expandidas 30
(texafirinas) como motexafina de lutecio y motexafina de gadolinio.

También pueden usarse compuestos no porfilínicos como fotosensibilizadores e incluyen derivados de fenotiazinio 
como azul de metileno, azul de toluidina, cianinas tales como merocianina 540, colorantes de acridina, colorantes de 
BODIPY y derivados de aza-BODIPY, hipericina, colorantes de escuarina halogenada y colorantes de xanteno35
halogenado como eosina y rosa Bengala.

Otros fotosensibilizadores adecuados para conjugación con fragmentos de anticuerpo se les ocurrirán fácilmente a 
los expertos en la materia. Sin embargo, la presencia de múltiples funcionalidades reactivas en el fotosensibilizador 
puede conducir a varios problemas, Es difícil obtener material suficientemente puro para controlar la estequiometría 40
de la reacción de conjugación y como consecuencia se llevan a cabo reacciones usando grandes excesos del 
fotosensibilizador reactivo dando como resultado unión no covalente aumentada. También puede producirse 
entrecruzamiento de anticuerpos intramoleculares durante la conjugación dando como resultado rendimientos de 
acoplamiento bajos y aumento de la formación de agregados.

45
El trabajo de los inventores con los fragmentos de anticuerpo ha mostrado que controlar la estequiometría del 
fotosensibilizador durante la conjugación y tener restos de lisina suficientemente separados geométricamente puede 
conducir a fotoinmunoconjugados con cargas de fotosensibilizador altas y excelente actividad PDT.

Convenientemente, el proceso comprende además la siguiente etapa realizada después de la etapa (iii):50

(iv) acoplar un agente modulador con la molécula vehículo, en el que el agente modulador es capaz de modular 
la función del agente fotosensibilizador. 

Además de acoplar fotosensibilizadores a ligandos, también es posible, usando química de acoplamiento similar 55
acoplar otras moléculas con los ligandos de tal modo que modifiquen las propiedades fotofísicas o fotodinámicas del 
fotoinmunoconjugado general. Estas moléculas alternativas pueden acoplarse con el mismo tipo de resto que los 
fotosensibilizadores (es decir antes o después del acoplamiento de fotosensibilizador) a relaciones estequiométricas 
para permitir que ambos tipos de moléculas se acoplen/acomoden o en diferentes tipos de restos (por ejemplo 
fotosensibilizador acoplado en lisinas y posteriormente producto químico modificador acoplado con restos de 60
aspartato/glutamato).

Los moduladores fotodinámicos pueden actuar para alterar los tipos y cantidades de especies reactivas de oxígeno 
generadas tras iluminación del fotosensibilizador. Por ejemplo pueden modularse fotosensibilizadores que generan 
una reacción más de tipo II (es decir oxígeno singlete) para generar más reacción de tipo I con altas concentraciones 65
de radicales de superóxido e hidróxido. Esto podría tener implicaciones importantes en la potencia de la PDT o 
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resultado terapéutico. Por ejemplo, un fotoinmunoconjugado que se dirija a un antígeno tumoral no internalizante 
puede ser más potente si generara una reacción predominantemente de tipo I en la superficie de la célula, 
provocando daño de membrana y siendo menos susceptible a respuestas antioxidantes tales como superóxido 
dismutasa (que se genera de forma intracelular). 

5
Preferentemente, el agente modulador se selecciona del grupo que consiste en: ácido benzoico; derivados de ácido 
benzoico que contienen un grupo azida como ácido 4-azidotetrafluorofenilbenzoico y otros grupos aromáticos o 
heteroaromáticos que contienen un resto de azida (N3) incluyendo polifluorobencenos, naftalinas, naftaquinonas, 
antracenos, antraquinonas, fenantrenos, tetracenos, naftacendionas, piridinas, quinolinas, isoquinolinas, indoles, 
isoindoles, pirroles, imidazoles, pirazoles, pirazinas, benzimidazoles, benzofuranos, dibenzofuranos, carbazoles, 10
acridinas, acridonas y fenantridinas, xantinas, xantonas, flavonas y cumarinas. Los sulfenatos aromáticos y 
heteroaromáticos derivaron de los grupos aromáticos/heteroaromáticos anteriores. Otros agentes moduladores 
específicos incluyen análogos de vitamina E como Trolox, butil hidroxi tolueno, propil galato, ácido desoxicólico y 
ácido ursadesoxicólico. Un ejemplo de un modificador químico que puede acoplarse con un ligando junto con el 
agente fotosensibilizador es el succinimidil éster de ácido benzoico (BA). 15

Se ha mostrado que esto da como resultado destrucción de células por PDT más potente in vitro cuando se acopla 
conjuntamente con PPa con un scFv anti CEA en comparación con el scFv acoplado con PPa solamente.

Preferentemente, el proceso comprende además la siguiente etapa realizada después de la etapa (iii) o (iv):20

(v) combinar el compuesto con un vehículo farmacéuticamente aceptable para formar una formulación 
farmacéutica.

El proceso de la invención también puede incluir la etapa opcional de acoplar un agente de visualización con el 25
conjugado. Como alternativa el agente fotosensibilizador que forma parte del conjugado también puede usarse como 
un agente de visualización.

El uso de anticuerpos recombinantes en inmunoensayos o diagnóstico es un área bien estudiada. La especificidad 
exquisita, alta afinidad y versatilidad de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo los hace moléculas de unión ideales 30
como parte de un sistema de detección. Por ejemplo, en la captura de imágenes médica, se han unido anticuerpos 
con compuestos ópticamente activos tales como colorantes fluorescentes y se usan para detectar lesiones 
precancerosas y cancerosas, midiendo la respuesta a tratamiento y detección temprana de reapariciones [95] y se 
han detectado in vitro, encefalopatías espongiformes transmisibles (enfermedades priónicas) con anticuerpos 
marcados con fluorescencia [96].35

La captura de imágenes tumorales clínicamente útiles requieren la detección de lesiones pequeñas. Los beneficios 
de la detección pueden después realizarse por acción temprana. Uno de los problemas asociados con las técnicas 
de captura de imágenes convencionales es el escaso contraste entre el tumor y el fondo. Se han desarrollado 
diversas estrategias para aumentar la localización de moléculas de dirección en tumores y para reducir su captación 40
por tejido normal, mejorando de este modo la relación de tumor: tejido. Estos enfoques incluyen desarrollar 
moléculas peptídicas específicas de tumor pequeño con farmacocinética favorable [97], técnicas de marcaje 
mejoradas [98], uso de estrategias predirección, modificación del suministro tumoral y en regulación positiva de 
expresión de marcador tumoral. Además, se han desarrollado varios colorantes nuevos [99]. Se han sintetizado 
fluorocromos de rojo lejano que tienen muchas propiedades deseables para captura de imágenes in vivo. Los 45
fluorocromos de rojo lejano absorben y emiten a longitudes de onda a las que la sangre y el tejido son relativamente 
transparentes, tienen altos rendimientos cuánticos, y tienen buena solubilidad incluso a relaciones molares 
superiores de fluorocromo y anticuerpo. Las especies de anticuerpos pequeñas tales como fragmentos Fv de 
cadena sencilla poseen farmacocinética que puede dar como resultado buenas relaciones de contraste, pero se 
eliminan rápidamente dando como resultado niveles absolutos bajos de grupos indicadores en el tejido diana. Los 50
mayores rendimientos fluorescentes pueden compensar esta deposición inferior aumentando la sensibilidad de la 
detección.

Otras aplicaciones de captura de imágenes incluyen el desarrollo de herramientas de investigación. Los anticuerpos 
marcados con colorantes han sido muy valiosos en la visualización de procesos biológicos celulares tales como 55
tráfico de receptores [100]. Los rendimientos fluorescentes aumentados permitirían la detección y control de 
moléculas de baja abundancia. El método habitual para visualizar células marcadas es microscopía 
inmunofluorescente en la que pueden controlarse simultáneamente moléculas de marcaje múltiple usando una serie 
de anticuerpos específicos que poseen diferentes espectros de emisión de fluorescencia no solapantes.

60
Como se ha descrito anteriormente, el acoplamiento de moléculas colorantes con fragmentos de anticuerpo u otros 
ligandos apropiados usando las condiciones de acoplamiento nuevas de los inventores dan como resultado 
relaciones de carga mayores. Esto se puede traducir directamente en fotofísica potenciada. Además de la mayor 
generación de oxígeno singlete para PDT potenciada, la fotofísica superior puede manifestarse como fluorescencia 
aumentada. Los fotoinmunoconjugados de fragmentos de anticuerpo con moléculas colorantes apropiadas pueden 65
ser reactivos de diagnóstico más eficaces debido a su farmacocinética favorable y fluorescencia potenciada. La 
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rápida eliminación y baja unión tisular no específica conducirán a relaciones de contraste muy altas y la alta 
fluorescencia permitirá una detección más sensible de la señal de salida. El uso de fragmentos de anticuerpo, 
construidos, seleccionados o modificados por ingeniería genética para contener grupos funcionales separados de 
forma favorable para acoplamiento (por ejemplo, grupos amino de lisina) como se ha descrito anteriormente puede 
conducir a colorantes con rendimientos de fluorescencia más favorables debido a inactivación e interacciones 5
erróneas reducidos. Esto tendrá aplicaciones principalmente en la captura de imágenes médica, pero también puede 
usarse para hacer reactivos más sensibles para kits de diagnóstico o captura de imágenes celulares y acoplando 
colorantes fluorescentes y fotosensibilizadores a los mismos fragmentos de anticuerpo puede producirse un agente 
bifuncional, permitiendo tanto la formación de imágenes tumorales como la fototerapia. 

10
En un segundo aspecto de la invención se proporciona un compuesto que comprende un agente fotosensibilizador 
acoplado con una molécula vehículo que puede obtenerse por el proceso de la invención.

En un tercer aspecto de la invención, se proporciona un compuesto que comprende un agente fotosensibilizador 
acoplado con una molécula vehículo con una relación de acoplamiento mínima de 3:1 en el que la molécula vehículo 15
se une selectivamente con una célula diana, como se describe en la reivindicación 19.

Preferentemente la molécula vehículo tiene un límite de tamaño superior de 3:1 en comparación con el 
fotosensibilizador, normalmente un límite superior de 30 kDa. Un ejemplo de dicho vehículo es un scFv.

20
Provechosamente las propiedades funcionales y físicas del agente fotosensibilizador y la molécula vehículo están 
sustancialmente inalteradas en la forma acoplada en comparación con las propiedades cuando están en una forma 
no acoplada.

Preferentemente, la molécula vehículo se selecciona del grupo que consiste en: un fragmento de anticuerpo y/o un 25
derivado del mismo, o un ligando peptídico no inmunogénico.

Convenientemente el fragmento de anticuerpo y/o derivado del mismo es un fragmento de anticuerpo 
monocatenario, en particular un scFv.

30
Como alternativa la molécula vehículo es humanizada o humana.

Convenientemente el agente fotosensibilizador es un fotosensibilizador monofuncional. Preferentemente, el agente 
fotosensibilizador es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en: hematoporfirinas, Photofrin™, porfirinas 
de origen natural, clorinas y bacterioclorinas, feoforbidas como pirofeoforbida a y sus derivados como fotocloro, 35
clorinas, (por ejemplo, clorina e6), derivado de mono-1-aspartilo de clorina e6, derivado de di-1-aspartilo de clorina 
e6, clorina de estaño (IV) e6, los derivados de paladio de bacterioclorofilas de origen natural como TOOKAD (Pd-
bacteriofeoforbida), clorinas y bacterioclorinas sintéticas como metatetrahidroxifenil clorina (Foscan) y 
bacterioclorina, derivados de benzoporfirina, derivados de monobenzoporfirina como verteporfina, ftalocianinas, 
ftalocianinas de aluminio sulfonadas (disulfonadas y tetrasulfonadas), naftalocianinas de aluminio sulfonadas y 40
derivados, purpurinas como purpurina 18, derivados de estaño y cinc de octaetilpurpurina, etiopurpurina de estaño, 
verdinas, porficenos, porfirinas sintéticas, clorinas y bacterioclorinas, como las mesotrietinilporfirinas, porfirinas de 
núcleo modificado sin metales y metalizadas, porfirinas expandidas (texafirinas) como motexafina de lutecio y 
motexafina de gadolinio y compuestos no porfirínicos tales como derivados de fenotiazinio como azul de metileno, 
azul de toluidina, cianinas tales como merocianina 540, colorantes de acridina, colorantes de BODIPY y derivados 45
de aza-BODIPY, hipericina, colorantes de escuarina halogenada y colorantes de xanteno halogenado como eosina y 
rosa Bengala.

De manera conveniente el agente fotosensibilizador se acopla con la molécula vehículo en un resto de aminoácido o 
una molécula de azúcar en la molécula vehículo. 50

Preferentemente el resto de aminoácido es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en: lisina; cisteína; 
tirosina; serina; glutamato; aspartato; y arginina. Como alternativa, la molécula de azúcar se selecciona de al menos 
una del grupo que consiste en: azúcares que comprenden un grupo hidroxilo; azúcares que comprenden un grupo 
aldehído; azúcares que comprenden un grupo amino; y azúcares que comprenden un grupo de ácido carboxílico.55

Aunque el acoplamiento de fotosensibilizadores con restos de lisina es generalmente sencillo, la metodología de 
conjugación anterior también puede aplicarse al acoplamiento de fotosensibilizadores con fragmentos de anticuerpo 
mediante otros restos de aminoácidos o moléculas de azúcar unidas con la proteína por glucosilación ligada a N u O 
usando diferentes grupos funcionales en los restos fotosensibilizadores. La Tabla 4 enumera estos restos y las otras 60
posibles químicas de acoplamiento que pueden usarse con este método de acoplamiento.
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Tabla 4 Grupos funcionales para acoplar fotosensibilizadores en anticuerpos
Resto o restos Grupo funcional Química de acoplamiento Enlace resultante

Lisina Amina Éster activo Amida

Isotiocianato Isotiourea

Isocianatos Isourea

Acil azidas Amida

Sulfonil cloruro Sulfonamida

Carbonilo, reducido Base de Schiff, 2ª amina

Epóxido 2ª Amina

Carbonatos Carbamato

Derivados de fluorobenceno Arilamina

Imidoésteres Amidina

Carbodiimidas Amida

Anhídridos Amida

Cisteína Tiol Haloacetilo Tioéter

Maleimidas Tioéter

Acriloílo Tioéter

Activada Derivado de arilo activado Ariltioéter 

Éster activo Tioéster

Carbodiimida Tioéster

Reacciones Redox Disulfuro

Tirosina, serina Hidroxilo Diazonio Diazo

Mannich 2ª amina

Éster activo Éster

Alquilación Activa Éter

Isocianatos Carbamato

Glutamato, aspartato Ácido carboxílico Diazoalquilo Éster

Carbodiimidas Amida, Éster, Tioéster

Acilimidazol Amida, Éster, Tioéster

Arginina Guanidinilo Dicarbonilo Base de Schiff 

Azúcares Hidroxilo (por ejemplo 
glucosa)

Acilación Éster

Alquilación Éter

Escisión oxidativa al aldehído Base de Schiff, reducción 
suave a la 2ª amina

Azúcares Aldehído (por ejemplo 
manosa)

Aminación reductora Base de Schiff, 2ª amina

Azúcares Amino (por ejemplo, b-D-
manosamina)

Véase reacciones para lisina Véase reacciones para lisina

Azúcares Ácido carboxílico (por 
ejemplo ácido siálico)

Véase reacciones para 
glutamato

Véase reacciones para 
glutamato

Los fragmentos de anticuerpo varían en su secuencia de aminoácidos y el número y separación de los grupos 
funcionales para acoplarse con fotosensibilizadores. El grupo funcional más frecuentemente usado para conjugación 
es la amina primaria hallada en el extremo N terminal y en restos de lisina como se ha descrito anteriormente. Los 5
inventores han descubierto, sorprendentemente, que un determinante principal de la eficacia de un conjugado de 
fragmento de anticuerpo-fotosensibilizador particular es la separación espacial de los restos con los que se unen las 
moléculas fotosensibilizadoras. Estos restos deben ser distintos y estar topológicamente separados en la superficie 
del anticuerpo para acoplamiento eficaz y fotofísica óptima del conjugado resultante. 

10

E06794684
16-04-2014ES 2 459 015 T3

 



14

Generalmente, las proteínas se pliegan para formar un núcleo hidrófobo en el centro de la molécula con una 
superficie hidrófila que permite la solubilidad en disolventes fisiológicos. Se encuentran habitualmente en la 
superficie de proteínas restos básicos tales como lisinas y argininas, restos ácidos tales como glutamatos y 
aspartatos, restos polares tales como serinas (y en ocasiones tirosinas), cisteínas, glutaminas y asparaginas. En 
muchos ejemplos estos restos están implicados en el mantenimiento de la estructura y función de esa proteína.5

En el ejemplo de fragmentos de anticuerpo tales como Fv monocatenario cada dominio está compuesto de un 
dominio pesado variable (VH) y ligero variable (VL). Estos pueden ser uno de cualquier familia de dominios VH y VL. 
Un alineamiento de las familias de genes VH y VL (Figura 1) muestra que, generalmente, muchos restos pueden 
tolerarse en cualquier posición. En el caso de los bucles de unión a antígeno (regiones determinantes de 10
complementariedad, CDR), estas secuencias son específicas de la capacidad de ese anticuerpo para reconocer su 
antígeno afín. Estos pueden manipularse para alterar la especificidad o afinidad del anticuerpo pero no por otras 
razones. La mayor parte de la secuencia de dominio es la región marco conservada. La Figura 1 indica qué áreas 
tienden a estar presentes en la superficie del anticuerpo y qué áreas tienden a ser interiores como parte del núcleo. 
Dado el alto grado de homología estructural y secuencial entre anticuerpos, estas regiones pueden aplicarse 15
generalmente a todas las secuencias de anticuerpo. Las regiones marco conservadas de superficie tienden a 
contener los restos cargados o polares, distribuidos uniformemente (es decir sin requisitos particulares en ninguna 
posición particular).

Tomando los restos de lisina como ejemplo, estos se encuentran habitualmente en la superficie de dominios de 20
anticuerpo. En el caso de miembros de la familia VH1 humana de línea germinal, hay 5-6 restos de lisina, solamente 
uno o dos de los cuales están cerca entre sí. Una definición de un resto que está cerca de otro puede ser uno que 
está adyacente en la secuencia primaria, por lo tanto adyacente en la estructura tridimensional. Como alternativa, un 
resto puede estar separado de acuerdo con la secuencia primaria, pero adyacente en el espacio debido a la 
estructura del pliegue del dominio de anticuerpo. Un resto directamente adyacente puede definirse como a 3-4 25
ángstrom de distancia en el espacio.

Los inventores han descubierto que el acoplamiento de los fotosensibilizadores en restos de lisina que están 
directamente adyacentes dará como resultado inactivación fotofísica y peores efectos fotodinámicos (tales como 
agregación aumentada y menor solubilidad de los fotoinmunoconjugados). El acoplamiento es más eficaz cuando los 30
restos de lisina están más separados, preferentemente a dos aminoácidos de distancia (de 3,5 a 7,5 ángstrom), más 
preferentemente a tres aminoácidos de distancia (de 9 a 12 ángstrom), más preferentemente a cuatro aminoácidos 
de distancia (10-15 ángstrom), aún más preferentemente a cinco aminoácidos de distancia (15-20 ángstrom), aún 
más preferentemente a seis aminoácidos de distancia (20-25 ángstrom). Los anticuerpos deberían elegirse, 
seleccionarse o modificarse por ingeniería genética para poseer estas propiedades. Cuantos más restos de lisina 35
posea un anticuerpo, con más separación óptima, mejor será ese anticuerpo en la formación de 
fotoinmunoconjugados eficaces y potentes con efectos fotofísicos y fotodinámicos óptimos.

Se conocen bien en la técnica métodos para determinar si los restos de aminoácidos para acoplamiento de 
fotosensibilizador están cerca o adyacentes entre sí. El alineamiento de secuencias Clustal (usando recursos web 40
tales como http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ Instituto de bioinformática Europeo) es una herramienta bien establecida 
para comparar secuencias de aminoácidos primarias. Además, en ausencia de datos estructurales tridimensionales 
completos para un fragmento de anticuerpo, es posible usar técnicas bien establecidas tales como formación de 
modelos de homología usando estructuras conocidas (por ejemplo la de un scFv murino [89] para deducir la 
estructura probable del fragmento de anticuerpo, y para identificar de este modo si los restos para acoplamiento 45
están cerca o adyacentes en el espacio. El alto grado de homología mostrado por anticuerpos y fragmentos de 
anticuerpo significa que estas técnicas pueden aplicarse con un alto grado de confianza. Están disponibles recursos 
web para formación de modelos de homología, tales como el Sistema de Análisis de Bioinformática Expert del 
Instituto Suizo de Bioinformática (http://us.expasy.org) que también proporciona el programa de modelado de 
escritorio gratuito SwissPDB Viewer.50

Un ejemplo de dicha distribución favorable de restos de lisina en un scFv se muestra en la Figura 2 (un scFv 
derivado de VH1-VK3 humano). Si la distribución de restos de lisina es menos favorable para conjugación y 
fotofísica óptima, el fragmento de anticuerpo puede alterarse usando técnicas de biología molecular convencionales, 
tales como mutagénesis dirigida para retirar restos poco separados (situados muy cerca) o introducir restos bien 55
separados.

El concepto anterior también puede aplicarse a la separación y acoplamiento con otros restos de aminoácidos 
distintos de lisina o con moléculas de azúcar unidas con la proteína por glucosilación ligada a N u O. La Tabla 4 
enumera estos restos y la posible química de acoplamiento que puede usarse.60

El concepto anteriormente también puede aplicarse a ligandos no basados en anticuerpo. Se enumeran ejemplos de 
ligandos que pueden usarse para dirigir fotosensibilizadores que también pueden verse influidos por la separación 
de aminoácidos en la Tabla 5.

65
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Tabla 5
Lista de ligandos basados en anticuerpo y no basados en anticuerpo que pueden usarse en terapia 

fotodinámica dirigida 
Tipo Nombre de ligando Referencia

Basado en inmunoglobulina Anticuerpos de dominio 30

Fv monocatenarios 70

Fragmento Fab 90

Dominios Fn3 29

Proteína L 91

Receptores de linfocitos T 92

No inmunoglobulina Péptidos 88

Repeticiones de anquirina 32

Anticalina 31

Esto conducirá a fotosensibilizadores acoplados que conservan sus propiedades fotofísicas y por lo tanto buena 
función de terapia fotodinámica. Hay muchos ejemplos de anticuerpos en los que muchos de los restos de lisina 
están adyacentes en secuencia primaria o en espacio tridimensional. Por modelado molecular y mutagénesis 5
dirigida, los inventores pudieron obtener por ingeniería genética la posición de estos restos de lisina, añadiendo 
adicionales si hay muy pocos, retirando restos adyacentes o aumentando la distancia entre otros.

Esto conduce a fragmentos de anticuerpo que son más susceptibles de acoplamiento a fotosensibilizador, capaces 
de conseguir mayor carga (relaciones de fotosensibilizador: anticuerpo aumentadas) y efectos de PDT más 10
potentes. Una medición indirecta de la fotofísica potenciada es la fluorescencia aumentada.

Provechosamente el compuesto comprende además un agente modulador en el que el agente modulador es capaz 
de modular la función del agente fotosensibilizador acoplado con la molécula vehículo. Preferentemente el agente 
modulador se selecciona del grupo de ácido benzoico, derivados de ácido benzoico que contienen un grupo azida15
como ácido 4-acidotetrafluorofenilbenzoico y otros grupos aromáticos o heteroaromáticos que contienen un resto de 
azida (N3) incluyendo polifluorobencenos, naftalinas, naftaquinonas, antracenos, antraquinonas, fenantrenos, 
tetracenos, naftacendionas, piridinas, quinolinas, isoquinolinas, indoles, isoindoles, pirroles, imidazoles, pirazoles, 
pirazinas, benzimidazoles, benzofuranos, dibenzofuranos, carbazoles, acridinas, acridonas y fenantridinas, xantinas, 
xantonas, flavonas y cumarinas. Los sulfenatos aromáticos y heteroaromáticos derivaron de los grupos 20
aromáticos/heteroaromáticos anteriores. Otros agentes moduladores específicos incluyen análogos de vitamina E 
como Trolox, butil hidroxilo tolueno, propil galato, ácido desoxicólico y ácido ursadesoxicólico.

Convenientemente, el compuesto comprende además un agente de visualización, por ejemplo un colorante 
fluorescente o luminiscente (véase anteriormente).25

Son ejemplos preferidos de conjugados:

(a) en los que la molécula vehículo es un ScFv y el agente fotosensibilizador es Pirofeoforbida a.
30

(b) en los que la molécula vehículo es un ScFv y el agente fotosensibilizador es monoácido de derivado de 
benzoporfirina (Verteporfina, Visudyne

™
)

(c) en los que la molécula vehículo es un ScFv y el agente fotosensibilizador es bacteriofeoforbida de paladio 
(TOOKAD™).35

(d) en los que la molécula vehículo es un ScFv y el agente fotosensibilizador es derivado de mono-1-aspartilo de 
clorina e6.

(e) en los que la molécula vehículo es un ScFv y el agente fotosensibilizador es meta-tetrahidroxifenil clorina 40
(Foscan™)

(f) en los que la molécula vehículo es un ScFv y el agente fotosensibilizador es etioporpurina de estaño 
(rostaporfina).

45
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En un cuarto aspecto de la invención se proporciona un compuesto del tercer aspecto para su uso en el tratamiento 
y/o prevención de una enfermedad que requiera la destrucción de una célula diana.

También se proporciona el uso del compuesto en la fabricación de un medicamento para el diagnóstico, tratamiento 
y/o prevención de una enfermedad que requiera la destrucción de una célula diana.5

Preferentemente, la enfermedad para tratar se selecciona del grupo que consiste en: cáncer; degeneración macular 
relacionada con la edad; trastornos inmunitarios; enfermedad cardiovascular; e infecciones microbianas incluyendo 
infecciones virales, bacterianas o fúngicas, enfermedades priónicas tales como BSE y enfermedades orales/dentales 
tales como gingivitis.10

Más preferentemente la enfermedad para tratar es cáncer de colon, pulmón, mama, cabeza y cuello, próstata, piel, 
estómago/gastrointestinal, vejiga y lesiones precancerosas tales como esófago de Barrett.

Convenientemente el diagnóstico de enfermedades se realiza por visualización del agente fotosensibilizador o un 15
agente de visualización opcional tal como un colorante fluorescente o luminiscente.

Provechosamente el compuesto o composición se administra a un paciente antes de la exposición a la luz.

En un quinto aspecto de la invención se proporciona una composición que comprende el compuesto de la invención 20
y un vehículo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Significados de los términos usados

Se entenderá que la expresión “fragmento de anticuerpo” se refiere a uno cualquiera de un anticuerpo, un fragmento 25
de anticuerpo o derivado de anticuerpo. Se pretende que abarque anticuerpos de tipo silvestre (es decir una 
molécula que comprende cuatro cadenas polipeptídicas), anticuerpos sintéticos, anticuerpos recombinantes o 
híbridos de anticuerpos, tales como una molécula de anticuerpo modificada monocatenaria producida por 
presentación de fagos de regiones variables y/o constantes de cadena pesada y/o ligera de inmunoglobulina, u otra 
molécula inmunointeractiva capaz de unirse con un antígeno en un formato de inmunoensayo que se conoce por los 30
expertos en la materia. 

La expresión “derivado de anticuerpo” se refiere a cualquier molécula de anticuerpo modificada que sea capaz de 
unirse con un antígeno en un formato de inmunoensayo que se conozca por los expertos en la materia, tal como un 
fragmento de un anticuerpo (por ejemplo fragmento Fab o Fv), o una molécula de anticuerpo modificada que se 35
modifica por la adición de uno o más aminoácidos u otras moléculas para facilitar el acoplamiento de los anticuerpos 
con otro péptido o polipéptido, con una proteína vehículo grande o con un soporte sólido (por ejemplo los 
aminoácidos tirosina, lisina, ácido glutámico, ácido aspártico, cisteína y derivados de los mismos, grupos de NH2-
acetilo o grupos de amido COOH terminales, entre otros).

40
La expresión “molécula de ScFv” se refriere a cualquiera molécula en la que los dominios compañeros VH y VL estén 
unidos mediante un oligopéptido flexible. 

Las expresiones “secuencia de nucleótidos”, “ácido nucleico”, “polinucleótido” u “oligonucleótido” se usan de forma 
intercambiable y se refieren a un heteropolímero de nucleótidos o la secuencia de estos nucleótidos. Estas frases 45
también se refieren a ADN o ARN de origen genómico o sintético que puede ser monocatenario o bicatenario y 
puede representar la cadena con sentido o antisentido, a ácido péptido nucleico (PNA) o a cualquier material de tipo 
ADN o tipo ARN. En las secuencias del presente documento A es adenina, C es citosina, T es timina, G es guanina 
y N es A, C, G o T (U). Se contempla que cuando el polinucleótido sea ARN, la T (timina) en las secuencias 
proporcionadas en el presente documento se sustituye con U (uracilo). Generalmente, los segmentos de ácido 50
nucleico proporcionados por la presente invención pueden ensamblarse a partir de fragmentos del genoma y 
enlazadores oligonucleotídicos cortos, o de una serie de oligonucleótidos, o de nucleótidos individuales, para 
proporcionar un ácido nucleico sintético que es capaz de expresarse en una unidad transcripcional recombinante 
que comprende elementos reguladores derivados de un operón microbiano o viral, o un gen eucariota.

55
Las expresiones “polipéptido” o “péptido” o “secuencia de aminoácidos” se refieren a una secuencia de oligopéptido, 
péptido, polipéptido o proteína o fragmento de la misma y a moléculas de origen natural o sintéticas. Un “fragmento”, 
“parte” o “segmento” polipeptídico es un tramo de restos de aminoácidos de al menos aproximadamente 5 
aminoácidos, preferentemente al menos aproximadamente 7 aminoácidos, más preferentemente al menos 
aproximadamente 9 aminoácidos y más preferentemente al menos aproximadamente 17 o más aminoácidos. Para 60
ser activo, cualquier polipéptido debe tener suficiente longitud para presentar actividad biológica y/o inmunológica.

Las expresiones “purificado” o “sustancialmente purificado” como se usan en este documento indican que el ácido 
nucleico o polipéptido indicado está presente en ausencia sustancial de otras macromoléculas biológicas, por 
ejemplo, polinucleótidos, proteínas. En una realización, el polinucleótido o polipéptido se purifica de modo que 65
constituya al menos el 95 % en peso, más preferentemente al menos el 99 % en peso, de las macromoléculas 
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biológicas indicadas presentes (pero pueden estar presentes agua, tampones y otras moléculas pequeñas, 
especialmente moléculas que tengan un peso molecular de menos de 1000 dalton).

El término “aislado” como se usa en el presente documento se refiere a un ácido nucleico o polipéptido separado de 
al menos otro componente (por ejemplo, ácido nucleico o polipéptido) presente con el ácido nucleico o polipéptido en 5
su fuente natural. En una realización, el ácido nucleico o polipéptido se encuentra en presencia de (si lo hubiera) 
solamente un disolvente, tampón, ión u otro componente normalmente presente en una solución del mismo. Los 
términos “aislado” y “purificado” no abarcan ácidos nucleicos o polipéptidos presentes en su fuente natural.

El término “recombinante”, cuando se usa en el presente documento para referirse a un polipéptido o proteína, 10
significa que un polipéptido o proteína deriva de sistemas de expresión recombinantes (por ejemplo, microbiano, de 
insectos o de mamífero). “Microbiano” se refiere a polipéptidos o proteínas recombinantes realizados en sistemas de 
expresión bacterianos o fúngicos (por ejemplo, de levadura). Como producto, “microbiano recombinante” define un 
polipéptido o proteína esencialmente sin sustancias endógenas nativas y no acompañado de glucosilación nativa 
asociada. Los polipéptidos o proteínas expresados en la mayoría de los cultivos bacterianos, por ejemplo, E. coli, 15
estarán sin modificaciones de glucosilación; los polipéptido o proteínas expresados en levadura tendrán un patrón de 
glucosilación en general diferente de los expresados en células de mamífero.

La expresión “vector de expresión” se refiere a un plásmido, fago, virus o vector, para expresar un polipéptido de una 
secuencia de ADN (ARN). Un vehículo de expresión puede comprender una unidad transcripcional que comprende 20
un ensamblaje de (1) un elemento o elementos genéticos que tienen un papel regulador en la expresión génica, por 
ejemplo, promotores y con frecuencia potenciadores, (2) una secuencia estructura o codificante que se transcribe a 
ARNm y se traduce a proteína y (3) secuencias de inicio y terminación de la transcripción y la traducción apropiadas. 
Las unidades estructurales que se pretende usar en sistemas de expresión de levadura o eucariotas 
preferentemente incluyen una secuencia líder que permite la secreción extracelular de proteína traducida por una 25
célula hospedadora. Como alternativa, cuando se exprese proteína recombinante sin una secuencia líder o de 
transporte, esta puede incluir un resto de metionina amino terminal. Este resto puede escindirse o no posteriormente 
a partir de la proteína recombinante expresada para proporcionar un producto final.

Las expresiones “unión selectiva” y “selectividad de unión” indican que las regiones variables de los anticuerpos de 30
la invención reconocen y se unen con polipéptidos de la invención exclusivamente (es decir, capaces de distinguir el 
polipéptido de la invención de otros polipéptidos similares a pesar de identidad de secuencia, homología o similitud 
halladas en la familia de polipéptidos), pero también pueden interaccionar con otras proteínas (por ejemplo, proteína 
A de S. aureus u otros anticuerpos en técnicas de ELISA) mediante interacciones con secuencias fuera de la región 
variable de los anticuerpos, y en particular, en la región constante de la molécula. Se conocen bien y se practican de 35
forma rutinaria en la técnica ensayos de exploración para determinar la selectividad de unión de un anticuerpo de la 
invención. Para un análisis exhaustivo de dichos ensayos, véase Harlow et al. (Eds), Antibodies A Laboratory 
Manual; Cold Spring Harbor Laboratory; Cold Spring Harbor, N. Y. (1988), Capítulo 6. También se contemplan 
anticuerpos que reconocen y se unen con fragmentos de los polipéptidos de la invención, siempre que los 
anticuerpos sean en primer lugar y principalmente selectivos para, como se ha definido anteriormente, polipéptidos 40
de longitud completa de la invención. Como con anticuerpos que son selectivos para polipéptidos de longitud 
completa de la invención, los anticuerpos de la invención que reconocen fragmentos son los que pueden distinguir 
polipéptidos de la misma familia de polipéptidos a pesar de identidad, homología o similitud de secuencia inherente 
hallada en la familia de proteínas.

45
La expresión “afinidad de unión” incluye el significado de la fuerza de unión entre una molécula de anticuerpo y un 
antígeno.

La expresión “reacción de acoplamiento” significa el número de moléculas de agente fotosensibilizador acoplado con 
una molécula vehículo.50

La expresión “molécula vehículo” incluye el significado de cualquier agente con el que se acople el agente 
fotosensibilizador. En particular, la molécula vehículo puede ser un compuesto pequeño incluyendo fragmentos de 
anticuerpo y péptidos no inmunogénicos.

55
La expresión “fotosensibilizador monofuncional” o “agente fotosensibilizador monofuncional” significa un 
fotosensibilizador como PPA que contiene una única cadena lateral de ácido propiónico que puede activarse y 
acoplarse o mediante el uso de química conocida en la técnica un sensibilizador puede modificarse mediante 
química de protección/desprotección para poseer un grupo que puede activarse/acoplarse. 

60
La expresión “disolvente aprótico” significa un disolvente que no tiene grupos OH y por lo tanto no puede donar un 
enlace de hidrógeno.
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Realizaciones preferidas

Se describirán ahora ejemplos que incorporan ciertos aspectos preferidos de la invención con referencia a las 
siguientes figuras en las que:

5
Figura 1 - Alineamiento de genes variables de inmunoglobulina humana, con restos de lisina destacados en 
negrita. Ciertas familias tales como VH-1 humano contienen más restos de lisina y favorablemente separados lo 
que hace los scFv (u otros formatos de anticuerpo) derivados de ellos más eficaces para el acoplamiento de 
fotosensibilizador. FR=marco conservado, CDR=regiones determinantes de complementariedad.

10
Figura 2 - Representación estructural de un scFv de la familia de VH1-VK3 humana con restos de lisina de 
origen natural destacados en negro. Los restos de lisina se sitúan favorablemente para acoplamiento de 
fotosensibilizador eficaz y buena fotofísica.

Figura 3 - Clonación de un scFv en un sistema de expresión pET15

Figura 4 - Purificación de C6.5 por cromatografía de afinidad metálica inmovilizada (IMAC) usando resina 
cargada con cloruro de níquel. C6.5 se eluyó de la columna usando imidazol 250 mM. El carril 4 muestra C6 
eluido de la columna y concentrado 5 veces usando una columna de centrifugación.

20
Figura 5 - Preparación de PPa succinimidil éster

Figura 6 - Perfil de absorbancia de scFv de C6.5 conjugado con PPa (línea en negrita) y PPa libre (línea fina), en 
tampón de PBS. Los picos de absorbancia se usan para determinar la relación de PPA: scFv como se describe 
en los ejemplos.25

Figura 7 - Perfil de absorbancia de scFv MFE-23 conjugado con PPa y PPa/ácido benzoico (Ba) y PPa libre, en 
tampón de PBS. Los picos de absorbancia se usan para determinar la relación de PPA: scFv como se describe 
en los ejemplos.

30
Figura 8 - Preparación de PB1 succinimidil éster

Figura 9 - Perfil de absorbancia de scFv HuBC-1 conjugado con PPa. Los picos de absorbancia se usan para 
determinar la relación PPa: scFv como se describe en los ejemplos. La mala estructura de HuBC-1 da como 
resultado malas propiedades de absorbancia del conjugado scFv-PPa en comparación con scFv C6.535

Figura 10 - Perfil de absorbancia de scFv C6.5 acoplado con fotosensibilizadores Pirofeoforbida a y Clorina e6

Figura 11 - Perfiles de fluorescencia de diversas concentraciones de conjugado de scFv C6.5-PPa y PPa libre 
medidos en tampón de PBS. La PPa libre no emite fluorescencia significativamente en tampones acuosos, pero 40
cuando se conjuga con un scFv conserva buenas propiedades fotofísicas.

Figura 12 - Perfiles de fluorescencia de diversas concentraciones de conjugados scFv C6.5-PPa, scFv MFE-23-
PPa y scFv NFE-23-PPa/Ba (ácido benzoico) medidos en tampón de PBS. La PPa libre no emite fluorescencia 
de forma significativa en tampones acuosos (Figura 7), pero cuando se conjuga con un scFv conserva buenas 45
propiedades fotofísicas. El scFv C6.5 es mejor en la conservación de fluorescencia (por lo tanto la fotofísica que 
incluye generación de oxígeno singlete) que el scFv MFE-23.

Figura 13 - ELISA de antígeno CEA de scFv MFE-23, scFv MFE-23-PPa y scFv MFE-23-PPa/Ba. Se observa 
una pequeña reducción de la afinidad de unión tras el acoplamiento.50

Figura 14 - Destrucción celular por PDT in vitro de scFv C6.5-PPa en células positivas para antígeno (SKOV-3) y 
células negativas para antígeno (LS174T).

Figura 15 - Destrucción celular por PDT in vitro de scFv C6.5-PPa en células positivas para antígeno (LS174T) y 55
células negativas para antígeno (SKOV-3).

Figura 16 - Relaciones de tumor: sangre in vivo de scFv C6.5 en comparación con el conjugado C6.5-PPa 
después de 24 horas en un modelo de xenoinjerto de tumor humano SKOV-3 (superior) y porcentaje de 
captación de tumor después de 24 horas (inferior)60

Figura 17 - Farmacocinética in vivo (perfiles de eliminación de la sangre) de scFv y conjugados scFv=PPa en 
ratones desnudos

Figura 18 - La terapia de PDT in vivo de ratones desnudos portadores de tumores da como resultado necrosis 65
de un tumor con xenoinjerto de SKOV-3 humano. Panel izquierdo, C6.5 solo más luz, panel derecho, C6.5-PPa 
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más luz

Figura 19 - El alineamiento de un scFv de “PDT” óptimo tal como C6.5 (un scFv VH1-VK3) con HuBC-1 revela 
cambios que pueden realizarse por mutagénesis. Se realizan estos 6 cambios que pueden dar como resultado 
un scFv HuBC-1 (BC-1-mut) con propiedades de acoplamiento a fotosensibilizador más favorables. Estos 5
cambios son K13Q, Q43K, T87K, R152K, R180K y G210K.

Figura 20 - Células SKOV3 marcadas con C6.5scFV-PPa permiten la visualización sensible del receptor de Her-
2 que se ve que se internaliza de forma eficaz.

10
Figura 21 - Espectro de emisión de PPa de células SKOV-3.

Figura 22 - Espectro de absorbancia de PPa y fotoinmunoconjugados de scFv-PPa (A) PPa (14 mg/ml) en PBS/ 
DMSO 1,9 % [1] y DMSO 100 % [2]. (B) 50 mg/ml de C6.5-PPa (C) 10 mg/ml de cada uno de MFE-PPa de 
material congelado [1] y material nuevo [2]. (D) Un panel de fotoinmunoconjugados de scFv-PPa alternativos 15
todos a 10 mg/ml, D1.3 [1], F1 [2], GP6 [3] y HuBC-1 [4].

Figura 23 - Citotoxicidad in vitro de fotoinmunoconjugados C6.5-PPa y MFE-PPa (A) LoVo (e), SKOV3 (○) 
expuesto a PPa libre (B) C6.5-PPa expuesto a células SKOV3 (●) y células LoVo (○) (C) scFv MFE (material 
nuevo)-PPa expuesto a células LoVo (●), scFv MFE (material congelado)-PPa expuesto a células LoVo (○), scFv 20
MFE (material nuevo)-PPa expuesto a células SKOV3 (▼) 

Figura 24 - Microscopia inmunofluorescente de células KB negativas para antígeno de fotoinmunoconjugado 
C6.5-PPa (A-D) o células SKOV3 positivas para antígeno (E-J) se incubaron con PPa libre o 
fotoinmunoconjugado C6.5-PPa durante 1 hora. Se registraron las imágenes y los espectros de emisión.25

Figura 25 - Análisis in vivo de PIC C6.5-PPa

(a) Farmacocinética en sangre-la fracción restante en la sangre durante un periodo de 24 horas se midió con 
respecto a anticuerpos, PPa y fotoinmunoconjugados. IgG completa (○), PPa libre (●), C6.5-PPa (∆), MFE-30
PPa (▼), scFv C6.5 libre (□), scFv MFE libre (■)

(b) Biodistribución del PIC scFv C6.5-PPa en ratones desnudos portadores de tumores a las 8 horas (barras 
negras) y 24 horas (barras grises). La relación tumor: sangre a las 24 horas se eligió como un buen valor para 
realizar el estudio de terapia.35

(c) Dos conjuntos de ratones desnudos portadores de tumores SKOV3 se trataron con solución salina-PBS 
(●) y 40 mg de fotoinmunoconjugado C6.5-PPa (○) seguido de iluminación con láser. El progreso del 
crecimiento tumoral se registró durante los siguientes 25 días. Se vio retardo del crecimiento significativo 
(p=0,0075).40

Figura 26 - Alineamiento de aminoácidos de scFv. Los dominios pesado variable-enlazador-ligero variable se 
muestran con restos de lisina destacados en negrita para ilustrar la variabilidad en el número y posición que 
pueden influir en la eficacia de acoplamiento de PDT y potencia de fotoinmunoconjugado.

45
Figura 27 - Preparación de Verteporfina (Visudyne™) succinimidil éster

Figura 28 - Perfiles de absorbancia de diversas concentraciones de conjugado de scFv C6.5-Verteporfina 
(Visudyne

™
) y Verteporfina libre (Visudyne

™
) medidos en tampón de PBS.

50
Figura 29 - Destrucción celular por PDT in vitro de conjugado de scFv C6.5-Verteporfina (Visudyne

™
) y 

Verteporfina libre (Visudyne™) en células negativas para antígeno (KB) y células positivas para antígeno (SKOV-
3). Se determinó el porcentaje de supervivencia celular (%) para:

- conjugado de scFv C6.5-Verteporfina (Visudyne™) en células SKOV3 (●);55
- Verteporfina libre (Visudyne™) en células SKOV3 (○);
- conjugado de scFv C6.5-Verteporfina (Visudyne™) en células KB (▼);
- Verteporfina libre (Visudyne™) en células KB (∆).

Materiales60

Todos los productos químicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich Reino Unido a no ser que se indique. PPa fue de 
Frontier Scientific, Reino Unido, scFv C6.5 fue un regalo del Profesor Marks (Universidad de California, San 
Francisco, Estados Unidos), scFv MFE-23 fue un regalo del Doctor Chester (Royal Free Hospital, Escuela 
Universitaria de Londres, Reino Unido), scFv HuBC-1 fue un regalo de Antisoma Research Ltd (Londres, Reino 65
Unido). Los reactivos de biología molecular y bacterias fueron de Stratagene, las líneas celulares humanas fueron de 

E06794684
16-04-2014ES 2 459 015 T3

 



20

ECACC, Reino Unido, los medios de cromatografía fueron de Amersham Biosciences, Reino Unido, los ratones 
fueron de Harlan, Reino Unido, las fuentes de Luz fueron de Phototherapeutics, Reino Unido y High Powered 
Devices, Nueva Jersey, Estados Unidos.

Ejemplo 1 - Preparación de un scFv anti Her 25

1. Se amplificó por PCR un scFv anti cáncer, elegido, bien caracterizado, por ejemplo c6.5 (anti Her2) y se clonó 
como un fragmento Nco I/Not I en el vector de expresión bacteriana (por ejemplo pET20b, Novagen) para crear
pETC6.SscFv (Figura 3).
2. El vector pETc6.5scFv se transformó en E. coli BL21(DE3) (Novagen) por el método de cloruro cálcico 10
(Sambrook et al, 1990) y se sembró en placas de agar 2TY que contenían ampicilina 100 mg/ml (Sambrook et al, 
1990). Se seleccionaron transformantes de colonias individuales y se volvieron a sembrar en estrías en placas de 
Agar 2TY nuevas que contenían ampicilina.
3. Se seleccionó una colonia individual y se cultivó en 5 ml de medio 2TY que contenía ampicilina 100 mg/ml a 
30 ºC, en un incubador con agitación (250 rpm) durante 8-16 horas. Este cultivo se usó después para inocular un 15
cultivo de 500 ml de medio 2TY que contenía ampicilina 100 mg/ml y se cultivó en condiciones similares durante 
3-16 horas adicionales.
4. El sobrenadante de cultivo se recogió y se concentró usando una celda agitada de ultrafiltración Amicon con 
una membrana de punto de corte de 30 KDa hasta un volumen final de 10 ml. Como alternativa, el periplasma 
bacteriano puede prepararse usando el método de choque osmótico con sacarosa en un volumen de 10 ml. 20
5. El sobrenadante concentrado o extracto periplásmico se dializó durante 16 horas frente a 5 l de solución salina 
tamponada con fosfato (PBS) que contenía NaCl 0,5 M y MgCl2 2 mM. Este se aplicó después a una columna de 
sepharose quelante cargada con cobre (II) o níquel (II) (Amersham-Pharmacia Biotech) y se purificó por 
cromatografía de afinidad metálica inmovilizada (IMAC) por ejemplo como se describe en [14]. La proteína 
recombinante se eluyó en un gradiente de imidazol a imidazol entre 40 y 150 mM (Figura 4).25
6. La proteína de fusión eluida se purifica adicionalmente por filtración en gel en una columna de superdex-75 
(Amersham-Pharmacia Biotech) equilibrada en PBS. La proteína resultante se denomina scFv c6.5.

Ejemplo 2 - Preparación de PPa succinimidil éster (Figura 5)
30

1. A una solución protegida de la luz de la pirofeoforbida a (50 mg, 0,094 mmol) en una mezcla de DCM 
seco/THF (9:1) se añadió N-hidroxisuccinimida (12,9 mg, 0,11 mmol) seguido de diciclohexilcarbodiimida (DCC) 
(23,2 mg, 0,11 mmol).
2. Después de agitar durante 12 horas, la diciclohexilurea precipitada se separó por filtrado y se retiraron los 
disolventes. El producto en bruto se captó en un volumen pequeño de cloroformo y se precipitó por la adición de 35
hexano. Se recogió el precipitado, se lavó bien con hexano y se purificó el producto en bruto resultante por 
cromatografía en columna en gel de sílice eluyendo con hexano 2 % en etil acetato (Rf 0,66).
3. El producto aislado se volvió a cristalizar a partir de DCM/hexano para proporcionar pirofeoforbida a 
succinimidil éster puro (1) en un rendimiento del 70 %. MS (FAB+) 631 (M+, 100%)
4. Una solución de reserva de scFv C6.5 a 500 l/ml se descongeló a temperatura ambiente y se añadieron 200 40
l a 706 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución. La solución se agitó en hielo hasta que se enfrió.

Ejemplo 3 - Conjugación de scFv c6.5 con PPa - sistema de disolvente 1

1. Se añadió después pirofeoforbida a succinimidil éster compuesta en DMSO 100% (34 l) a partir de una 45
solución de reserva de 1,58 mM al scFv C6.5 con agitación continua (para proporcionar 16 equivalentes de PPa). 
La mezcla se mantuvo en hielo y en oscuridad, agitando durante 30 minutos, después de lo cual la solución se 
situó en tubos de diálisis y se dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una noche en oscuridad.
2. Cada muestra del conjugado se colocó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil de absorbancia frente a 
un blanco que contenía PBS (Figura 6). Se midió el valor de absorbancia a 410 nm y se determinó la 50
concentración de PS en g/ml comparando con una curva patrón de PPa.
3. Por ejemplo, si la concentración de PPa hallada en las reacciones de acoplamiento fue de 0,0000159 g/ml. El 
número de moléculas de PPa en 0,0000159 g/ml fue de 1,4 x 1016. El número de moléculas de C6 en 100 g/ml 
fue de 2 x 1015. La relación de PPa:C6.5 fue por lo tanto de 8:1.

55
Ejemplo 4 - Conjugación de scFv MFE-23 (anti CEA) con PPa - sistema de disolvente 2

1. Una solución de reserva de MFE-23 a 500 g/ml se descongeló a temperatura ambiente y se añadieron 200 l 
a 706 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución. La solución se agitó en hielo hasta que se enfrió.
2. Se añadió después pirofeoforbida a succinimidil éster (34 l) a partir de una solución de reserva de DMSO 60
1,58 mM al MFE-23 con agitación continua (para proporcionar 16 equivalentes de PPa). La mezcla se mantuvo 
en hielo y en oscuridad, con agitación durante 30 minutos, después de lo cual la solución se situó en tubos de 
diálisis y se dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una noche en oscuridad.
3. Cada muestra del conjugado se situó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil de absorbancia frente a 
un blanco que contenía PBS (Figura 7). Se midió el valor de absorbancia a 410 nm y se determinó la 65
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concentración de PS en g/ml comparando con una curva patrón de PPA. Por ejemplo, si la concentración de PPa 
hallada en la reacciones de acoplamiento fue de 0,0000129 g/ml. El número de moléculas de PPa en 0,0000129 
g/ml fue de 1,4 x 1016. El número de moléculas de MFE en 100 g/ml fue de 2 x 1015. La relación de PPa:MFE-23 
fue por lo tanto de 6:1

5
Ejemplo 5 - Preparación de PB1 succinimidil éster (Figura 8)

1. A una solución protegida de la luz del derivado de ácido benzoico de PB1 (20 mg, 0,01136 mmol) en THF 
anhídrido, se añadió N-hidroxisuccinimida (2 mg, 0,017 mmol) seguido de diciclohexilcarbodiimida (DCC) (3,5 
mg, 0,017 mmol). Después de agitar durante 12 horas, la diciclohexilurea precipitada se separó por filtrado y se 10
retiraron los disolventes. El producto en bruto resultante se purificó por cromatografía en columna en gel de sílice 
eluyendo con THF (Rf 0,79) para proporcionar el compuesto deseado (2) como un sólido verde oscuro en 
rendimiento del 65 %. MS (FAB+) 1860 (M+2, 80%).

Ejemplo 6 - Conjugación de scFv c6.5 con PB1 - sistema de disolvente 115

1. Se descongeló una solución de reserva de C6.5 a 500 g/ml a temperatura ambiente y se añadieron 200 l a 
706 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución. La solución se agitó en hielo hasta que se enfrió.
2. Después se añadió PB1 (véase [94]) compuesto en DMSO 100 % (34 l) a partir de una solución de reserva 
de 1,58 mM al C6.5 con agitación continua (para proporcionar 16 equivalentes de PB1). La mezcla se mantuvo 20
en hielo y en oscuridad, con agitación durante 30 minutos, después de lo cual se situó la solución en tubos de 
diálisis y se dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una noche en oscuridad.
3. Análisis de conjugados. Cada muestra del conjugado se colocó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil 
de absorbancia frente a un blanco que contenía PBS. Se midió el valor de absorbancia a 460 nm y se determinó 
la concentración de PS en g/ml comparando con una curva patrón de PB1.25

Ejemplo 7 - Acoplamiento de modulador de BA con un scFv en un conjugado de scFv PPa

1. Se descongeló una solución de reserva de MFE-23 a 500 g/ml a temperatura ambiente y se añadieron 200 l 
a 690,8 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución.30
2. La solución se agitó y se añadieron 15,2 l de solución del benzoílo succinimidil éster 0,491 M (preparado por 
la reacción de ácido benzoico con N-hidroxisuccinimida y DCC en diclorometano seco), disuelto en DMSO (para 
proporcionar 16 equivalentes de ácido benzoico). La solución se agitó a temperatura ambiente durante 30 
minutos, después de lo cual el matraz se enfrió en hielo con agitación continua.
3. Después se añadió pirofeoforbida a succinimidil éster compuesto en DMSO 100 % (34 l) a partir de una 35
solución de reserva de 1,58 mM (para proporcionar 16 equivalentes de PPa). La mezcla se mantuvo en hielo y 
en oscuridad, con agitación durante 30 minutos, después de lo cual la solución se colocó en tubos de diálisis y se 
dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una noche en oscuridad.
4. Cada muestra del conjugado se colocó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil de absorbancia frente a 
un blanco que contenía PBS (Figura 7). Se midió el valor de absorbancia a 410 nm y se determinó la 40
concentración de PS en g/ml comparando con una curva patrón de PPa. Por ejemplo, si la concentración de PPa 
hallada en la reacciones de acoplamiento fue de 0,0000129 g/ml. El número de moléculas de PPa en 0,0000129 
g/ml fue de 1,4 x 1016. El número de moléculas de MFE en 100 g/ml fue de 2 x 1015. La relación de PPa:MFE-23 
fue por lo tanto de 6:1

45
Ejemplo 8 - Conjugación de scFv HuBC-1 con PPa (un mal scFv para PDT)

1. A una solución protegida de la luz de la pirofeoforbida a (50 mg, 0,094 mmol) en una mezcla de DCM/THF 
(9:1) seco se añadió N-hidroxisuccinimida (12,9 mg, 0,11 mmol) seguido de diciclohexilcarbodiimida (DCC) (23,2 
mg, 0,11 mmol).50
2. Después de agitar durante 12 horas, la diciclohexilurea precipitada se separó por filtrado y se retiraron los 
disolventes. El producto en bruto se captó en un volumen pequeño de cloroformo y se precipitó mediante la 
adición de hexano. El precipitado se recogió, se lavó bien con hexano y el producto en bruto resultante se 
purificó por cromatografía en columna en gel de sílice eluyendo con hexano 2 % en etil acetato (Rf 0,66).
3. El producto aislado se recristalizó a partir de DCM/hexano para proporcionar pirofeoforbida a succinimidil éster 55
puro (1) en un rendimiento del 70 %. MS (FAB+) 631 (M+, 100%)
4. Se descongeló una solución de reserva de scFv HuBC-1 a 500 l/ml a temperatura ambiente y se añadieron 
200 l a 706 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución. La solución se agitó en hielo hasta que se 
enfrió.
5. Después se añadió pirofeoforbida a succinimidil éster compuesto en DMSO 100 % (34 l) a partir de una 60
solución de reserva de 158 mM al scFv HuBC-1 con agitación continua (para proporcionar 16 equivalentes de 
PPa). La mezcla se mantuvo en hielo y en oscuridad, con agitación durante 30 minutos, después de lo cual la 
solución se situó en tubos de diálisis y se dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una noche en oscuridad.
6. Cada muestra del conjugado se situó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil de absorbancia frente a 
un blanco que contenía PBS (Figura 9). Se midió el valor de absorbancia a 410 nm y se determinó la 65
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concentración de PS en g/ml comparando con una curva patrón de PPa.
7. El pico de absorbancia bajo a 410 nm significa que no fue posible determinar el grado de acoplamiento con 
PPA.

Ejemplo 9 - Conjugación de scFv C6.5 con clorina (e6) 5

1. A una solución protegida de la luz de clorina e6 (0,00184 mmol) en DMF anhídrido se añadieron cantidades 
equimolares tanto de N-hidroxisuccinimida como de diciclohexil carbodiimida y la mezcla se agitó durante 12 
horas con argón.
2. La mezcla resultante se enfrió brevemente en agua helada y después se filtró para retirar el producto 10
secundario de diciclohexil urea y se evaporó hasta sequedad para proporcionar clorina e6 succinimidil éster 
como un sólido verde oscuro.
3. Se descongeló una solución de reserva de scFv C6.5 a 500 g/ml a temperatura ambiente y se añadieron 200 
l a 706 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución. La solución se agitó en hielo hasta que se enfrió.
4. Se añadió después clorina e6 succinimidil éster compuesto en DMSO 100 % (34 l) a partir de una solución de 15
reserva de 1,58 mM al scFv C6.5 con agitación continua (para proporcionar 16 equivalentes de Ce6). La mezcla 
se mantuvo en hielo y en oscuridad, con agitación durante 30 minutos, después de lo cual la solución se situó en 
tubos de diálisis y se dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una noche en oscuridad.
5. Cada muestra del conjugado se colocó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil de absorbancia frente a
un blanco que contenía PBS (Figura 10). Se midió el valor de absorbancia a 410 nm y se determinó la 20
concentración de PS en g/ml comparando con una curva patrón de Ce6.
6. Por ejemplo, si la concentración de Ce6 hallada en la reacciones de acoplamiento era de 0,000034 g/ml. El 
número de moléculas de Ce6 en 0,000034 g/ml fue de 3,43 x 1016. El número de moléculas de C6 en 100 g/ml 
fue de 2 x 1015. La relación de Ce6:c6.5 fue por lo tanto de 9:1

25
Ejemplo 10 - Conjugación de scFv C6.5 con un derivado de hidracina de PPa

1. Preparación del Derivado de Hidracida de PPa. La cadena lateral de ácido propiónico de pirofeoforbida a se 
convirtió en el acil cloruro por procedimientos convencionales en la bibliografía (oxalil cloruro en DCM). El cloruro 
ácido se obtuvo como un resto verde pegajoso y se usó sin purificación adicional.30
2. Se añadió una solución de cloruro ácido en DCM anhídrido en gotas a un exceso de hidracina al 98 % en DCM 
anhídrido, la reacción se controló por TLC y terminó en menos de 1 hora. El disolvente y reactivo en exceso se 
evaporaron y el resto se purificó por cromatografía. Después se compuso una solución de reserva de la hidracida 
PPa en DMSO.
3. Se modificó por ingeniería genética un scFv, por ejemplo C6.5, para poseer cadenas de carbohidratos de la 35
siguiente manera: se usó mutagénesis dirigida para incorporar sitios de glucosilación ligados a N a través de la 
superficie del scFv, en posiciones que estaban todas bien separadas, de acuerdo con el concepto ya descrito 
para la separación de restos de lisina. Este clon se situó en un vector de expresión adecuado para una célula 
hospedadora que puede llevar a cabo glucosilación (por ejemplo, vector pPIC para expresión en levadura Pichia 
pastoris).40
4. El scFv se expresó y purificó de acuerdo con las instrucciones del fabricante, usando cromatografía de NTA-
Níquel.
5. La PPa derivatizada se acopló con los restos de aldehído en el scFv glucosilado. El acoplamiento con los 
restos de aldehído se realizó rápidamente en ambientes tamponados con la formación de un enlace de 
hidrazona.45

Ejemplo 11 - Caracterización fotofísica de un conjugado de scFV-PPa

1. Se realizaron diluciones en serie (concentraciones divididas a la mitad) de los conjugados en PBS y se midió 
la fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 410 nm y una longitud de onda de emisión de 680 nm.50
2. Estos se compararon con PPa libre en PBS. Se muestran ejemplos para scFv c6.5-PPa (Figura 11) y scFv 
MFE-PPa (+/- ácido benzoico) (Figura 12).

Ejemplo 12 - Caracterización bioquímica de un conjugado de scFV-PPa y scFv PPa/BA
55

1. Se llevaron a cabo las características de unión in vitro de la molécula de scFv anti CEA-PPa por ELISA (Lane, 
1990) o por resonancia de plasmón superficial de BIACore usando métodos publicados Lipschultz et al. 
’Experimental Design For Analysis of Complex Kinetics Using Surface Plasmon Resonance’ Methods (2000) 20, 
3180, en comparación con el scFv no modificado. También puede compararse la unión celular del scFv-PPa/BA 
con las proteínas no modificadas y puede determinarse por Separación de Células Activadas por Fluorescencia 60
(FACS), microscopia de fluorescencia Confocal.
2. Como ejemplo, se recubrió una placa de ELISA de 96 pocillos con antígeno carcinoembrionario (CEA) 1 g/ml 
en PBS y se incubó durante una noche a 4 ºC. Al día siguiente la placa se lavó tres veces en PBS-tween 0,1 % y 
tres veces en PBS.
3. La placa de ELISA se incubó después en tampón de bloqueo (Marvel™ 10 % en PBS-tween 0,1 %) durante 60 65
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minutos a 37 ºC.
4. El tampón de bloqueo se retiró de los pocillos y se le añadieron 50 l de MFE conjugado o no conjugado 
diluido en tampón de bloqueo para proporcionar diluciones divididas a la mitad de MFE de 100-1,9 x 104 g/ml a 
cada pocillo. La placa se incubó como anteriormente y los pocillos se lavaron como se ha descrito anteriormente.
5. Se añadió anticuerpo primario (50 l ml, anti-MFE de conejo; diluido en tampón de bloqueo a 1:40 000) a cada 5
pocillo. La placa se incubó y se lavó como se ha descrito anteriormente.
6. Se añadió anticuerpo secundario (50 l, conjugado de peroxidasa de rábano rusticano anti conejo; diluido en 
tampón de bloqueo a 1:10 000) a cada pocillo. Las placas se incubaron y se lavaron como anteriormente. Se 
añadió azul BM (50 l) a cada pocillo y se incubó a temperatura ambiente, en oscuridad, hasta que se desarrolló 
un color azul.10
7. La reacción se detuvo añadiendo 50 l de ácido clorhídrico 0,5 M. Las muestras se leyeron después a 460 nm 
(Figura 13).

Ejemplo 13 - Citotoxicidad in vitro de un conjugado de scFv c6.5-PPa
15

1. La citotoxicidad celular in vitro se midió de la siguiente manera: las células diana (en este ejemplo LoVo y 
LS17T) se mantuvieron a 37 ºC, CO2 5 % en medio (DMEM) complementado con suero de ternero fetal al 10 % y 
penicilina/estreptomicina 5 mM en un matraz de 75 cm2. Para células SkoV3, el medio usado fue medio 5A de 
McCoy complementado con FBS 15 %, penicilina/estreptomicina 5 mM.
2. Cuando la confluencia fue del 70-80 %, las células se lavaron en PBS y se añadieron 5 ml de tripsina. El 20
matraz se incubó a 37 ºC, CO2 5 % durante 15 minutos o hasta que las células se habían separado del matraz. 
Las células se colocaron después en un tubo Falcon de 50 ml y la tripsina se desactivó añadiendo 15 ml de 
DMEM o medio de McCoy.
3. Se extrajeron células (20 l) del tubo y se clocaron en un hemocitómetro para su recuento. Las células 
restantes se recogieron a 1800 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y el sedimento se resuspendió 25
suavemente en 1 ml de DMEM o un medio de McCoy. Las células se resuspendieron exhaustivamente y se 
añadieron 19 ml adicionales de DMEM o medio de McCoy. Las células se diluyeron en DMEM o medio de McCoy 
en consecuencia para proporcionar 2 x 106 células/ml. Después se añadieron células (50 l) a cada pocillo de 
una placa de 96 pocillos y se incubó durante una noche a 37 ºC y CO2 5%.
4. Se llevó a cabo el siguiente procedimiento con luz tenue: al día siguiente, el conjugado de diluyó en PBS para 30
proporcionar concentraciones de C6.5 equivalentes a 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56 y 0,78 g/ml. Las
células se lavaron una vez con PBS y se añadieron 50 l del conjugado a pocillos por cuadruplicado. También se 
incluyeron pocillos de control (pocillos con conjugado añadido pero no expuestos a la luz, y pocillos sin 
conjugado añadido ni expuestos a la luz). Se determinó en experimentos anteriores que la luz del láser 
solamente no tenía ningún efecto en la viabilidad celular, de modo que no se incluyeron controles de “solamente 35
luz” a no ser que se cambiara la fuente de luz, o dosis de energía de la luz.
5. Las células se incubaron en el conjugado o PS libre (la concentración varía) durante 30 minutos a 37 ºC, CO2

5 % y después se lavaron 3 veces con PBS. Se añadió PBS (50 l) a cada pocillo y se expusieron pocillos por 
cuadruplicado a luz de láser durante 2 minutos (dosis de energía = 4,2 J; densidad de energía = 1,4 J/cm2).
6. El PBS se retiró de cada pocillo y se añadieron 100 l de DMEM o medio de McCoy. Las placas se envolvieron 40
sueltas en papel metalizado, pero se cubrieron adecuadamente de modo que no pudiera entrar ninguna luz 
ambiental. Las placas se incubaron después como anteriormente durante 48 horas, después de lo cual se llevó a 
cabo un ensayo de destrucción celular.
7. Se llevaron a cabo ensayos de destrucción celular usando los kits Cytotox-96 (de acuerdo con el protocolo de 
Promega). Las células se lavaron 3 veces con PBS y se añadieron 50 l de solución de lisis celular. Las placas 45
se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC en oscuridad. Después de este tiempo, se añadieron 50 l de solución 
de sustrato (lo que indica la cantidad de lactato deshidrogenasa en las células). Esto se incubó a temperatura 
ambiente durante 30 minutos, después de lo cual, se añadieron 50 l de solución de parada (ácido acético 0,5 
M). Las suspensiones celulares se retiraron de los pocillos y se colocaron en una placa de microtitulación nueva. 
La absorbancia se midió después a 490 nm en un lector de placas de microtitulación.50
8. Se determinaron las muertes celulares y se expresaron como un porcentaje de los controles (Figura 14).

Ejemplo 14 - Citotoxicidad in vitro de un conjugado de scFv MFEscFv-PPa/BA 

1. La citotoxicidad celular in vitro se midió de la siguiente manera: las células diana (en este ejemplo LoVo, 55
LS17T o Skov3) se mantuvieron a 37 ºC, CO2 5 % en medio (DMEM) complementado con suero de ternero fetal 
al 10 % y penicilina/estreptomicina 5 mM en un matraz de 75 cm2. Para células SkoV3, el medio usado fue medio 
5A de McCoy complementado con FBS 15 %, penicilina/estreptomicina 5 mM.
2. Cuando fueron confluyentes al 70-80 %, las células se lavaron en PBS y se añadieron 5 ml de tripsina. El 
matraz se incubó a 37 ºC, CO2 5 % durante 15 minutos o hasta que las células se separaron del matraz. Las 60
células se colocaron después en un tubo Falcon de 50 ml y la tripsina se desactivó añadiendo 15 ml de DMEM o 
medio de McCoy.
3. Se extrajeron células (20 l) del tubo y se clocaron en un hemocitómetro para su recuento. Las células 
restantes se recogieron a 1800 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y el sedimento se resuspendió 
suavemente en 1 ml de DMEM o medio de McCoy. Las células se resuspendieron exhaustivamente y se 65
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añadieron 19 ml adicionales de DMEM o McCoy. Las células se diluyeron en DMEM o medio de McCoy en 
consecuencia para proporcionar 2 x 106 células/ml. Después se añadieron células (50 l) a cada pocillo de una 
placa de 96 pocillos y se incubaron durante una noche a 37 ºC y CO2 5%.
4. El siguiente procedimiento se llevó a cabo con luz tenue: al día siguiente, el conjugado se diluyó en PBS para 
proporcionar concentraciones de MFE equivalentes a 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56 y 0,78 g/ml. Las 5
células se lavaron una vez con PBS y se añadieron 50 l del conjugado a pocillos por cuadruplicado. También se 
incluyeron pocillos de control (pocillos con conjugado añadido pero no expuestos a la luz, y pocillos sin 
conjugado añadido ni expuestos a la luz). Se determinó en experimentos previos que la luz del láser por sí sola 
no tiene ningún efecto en la viabilidad celular, de modo que no se incluyeron controles de “solamente luz” a no 
ser que se cambiara la fuente de luz, o la dosis de energía de la luz.10
5. Se incubaron células en el conjugado o PS libre (la concentración varía) durante 30 minutos a 37 ºC, CO2 5 % 
y después se lavaron 3 veces con PBS. Se añadió PBS (50 l) a cada pocillo y se expusieron pocillos por 
cuadruplicado a luz de láser durante 2 minutos (dosis de energía = 4,2 J; densidad de energía = 1,4 J/cm2).
6. El PBS se retiró de cada pocillo y se añadieron 100 l de DMEM. Las placas se envolvieron sueltas en papel 
metalizado, pero se cubrieron de forma adecuada de modo que no entrara luz ambiental. Las placas se 15
incubaron después como anteriormente durante 48 horas, después de lo cual se llevó a cabo un ensayo de 
destrucción celular.
7. Los ensayos de destrucción celular se llevaron a cabo usando los kits Cytotox-96 (de acuerdo con el protocolo 
de Promega). Las células se lavaron 3 veces con PBS y se añadieron 50 l de solución de lisis celular. Las 
placas se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC en oscuridad. Después de este tiempo, se añadieron 50 l de 20
solución de sustrato (lo que indica la cantidad de lactato deshidrogenasa en células). Este se incubó a 
temperatura ambiente durante 30 minutos, después de lo cual, se añadieron 50 l de solución de parada (ácido 
acético 0,5 M). Las suspensiones celulares se retiraron de los pocillos y se colocaron en una placa de 
microtitulación nueva. La absorbancia se midió después a 490 nm en un lector de placas de microtitulación.
8. Se determinaron las muertes celulares y se expresaron como un porcentaje de los controles (Figura 15). 25

Ejemplo 15 - Dirección in vivo de un conjugado de scFv-PPa

1. La erradicación de tumor in vivo puede demostrarse de la siguiente manera: se inyectaron aproximadamente 1 
x 107 células SKOV-3 s.c. en el flanco de un ratón BALB/C desnudo y se permitió que los tumores se 30
establecieran durante 4-6 semanas.
2. Se inyectaron de diez a 50 g de scFv-PPa radiomarcado con yodo 125 (usando el método de Iodogen, Pierce 
Chemical Co.) i.v. en la vena de la cola de ratones portadores de tumores y se permitió que se acumulara en el 
tumor durante un periodo de 1-48 horas.
3. Se sacrificaron grupos de tres o más ratones de cada punto temporal analizado con anestesia terminal, se 35
diseccionaron y se analizaron el tumor, la sangre y diversos órganos con respecto a captación del scFv-PPa. Se 
llevaron a cabo experimentos de control con PPa solamente y scFv.
4. Como ejemplo, se muestra la dirección tumoral de c6.5-PPa en comparación con el scFv y PPa solamente en 
la Figura 16. Se vio que el tiempo de circulación en sangre del fotosensibilizador hidrófobo se reducía después 
de la unión con una scFv hidrófilo (Figura 17).40

Ejemplo 16 - Terapia fotodinámica in vivo de un conjugado de scFv-PPa

1. Puede demostrarse la erradicación tumoral in vivo de la siguiente manera: se inyectaron aproximadamente 1 x 
107 células SKOV-3 s.c. en el flanco de un ratón BALB/C desnudo y se permitió que los tumores se establecieran 45
durante 4-6 semanas.
2. Se inyectan de cincuenta a 200 g de scFv-PPa i.v. en la vena de la cola de ratones portadores de tumores y 
se permite que se acumule en el tumor durante un periodo de 12-24 horas.
3. En un momento en el que la relación de tumor: órgano normal es alta (5:1 o mejor, por ejemplo, 16 horas), se 
irradia luz en los tumores a 2,4 W por cm2.50
4. El tamaño de los tumores se mide usando calibradores y se compara con ratones tratados solamente con 
solución salina. Los tumores se observaron con respecto a necrosis inducida por PDT (Figura 18).

Ejemplo 17 - Modificación por ingeniería genética de un scFv (por ejemplo HuBC-1) para tener grupos 
funcionales optimizados para acoplamiento con fotosensibilizador55

1. Se analizó un scFv que ha mostrado en la práctica que presenta propiedades fotofísicas muy bajas (tales 
como fluorescencia, generación de oxígeno singlete y foto-citotoxicidad in vitro) al nivel de estructura primaria y 
estructura terciaria. Esto puede realizarse mediante alineamiento de aminoácidos con un scFv que se sabe que 
es bueno con respecto a acoplamiento con fotosensibilizadores o examen de la estructura tridimensional.60
2. Se identifican los restos que se van a usar para acoplar con fotosensibilizadores activados, por ejemplo restos 
de lisina. 
3. Se manipulan algunos que estén adyacentes entre sí, bien en la secuencia primaria o topológicamente de un 
modelo tridimensional (o estructura real) por mutagénesis dirigida. La alteración puede ser la introducción de un 
resto de lisina con separación óptima, la retirada de una lisina que está demasiado cerca de otra o el reemplazo 65
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de una lisina no deseada con otro resto similar pero no conjugable (tal como arginina o glutamina).
4. En este ejemplo, el scFv HuBC-1 antifibronectina se alineó con c6.5 y se identificaron las posiciones de lisina. 
Se identificaron seis cambios (Figura 10) que convirtieron el posicionamiento de lisina para parecerse más al 
hallado en c6.5 (Figura 19).
5. Cada posible cambio (9 en total en este ejemplo) identificado se realiza en el fragmento de anticuerpo como 5
una única mutación en el gen de anticuerpo. La mutagénesis se realizó usando el sistema Stratagene Quick 
Change™.
6. Cada anticuerpo mutante de (4) se ensaya para ver si cualquiera de las propiedades de anticuerpo se han 
alterado o se han destruido tras la mutagénesis. Se llevan a cabo expresión de la proteína de anticuerpo en la 
célula hospedadora (por ejemplo E. coli), purificación, unión de antígenos (por ELISA y resonancia de plasmón 10
superficial de BIACore), unión celular (por ELISA, FACS e inmunomicroscopía), ensayos de estabilidad 
(temperatura, desplegamiento inducido por urea y estabilidad en suero).
7. Se conservan mutaciones que no alteran significativamente la estabilidad y función del anticuerpo, las que 
sean perjudiciales se descartan.
8. Todas las mutaciones se combinan en un gen de anticuerpo, formando una proteína que tiene restos de lisina 15
en nuevas posiciones para acoplamiento con fotosensibilizador optimizado.
9. Este anticuerpo se usa como en los Ejemplos 1-11 para realizar un conjugado de anticuerpo-
fotosensibilizador.

Ejemplo 18 - Dirección antimicrobiana con un conjugado de scfv-fotosensibilizador20

1. Se clona un anticuerpo antimicrobiano bien caracterizado, se expresa y se purifica usando las mismas 
técnicas que se han descrito en el Ejemplo 1 (anterior).
2. Se unen fotosensibilizadores como se ha descrito en los Ejemplos 2-5 (anteriores).
3. Destrucción anti células bacterianas. Inicialmente se llevó a cabo un método rápido para explorar varios 25
conjugados fotosensibilizadores contra varias especies bacterianas. Se recogió un cultivo de una noche de las 
bacterias por centrifugación y se resuspendieron en PBS. El cultivo bacteriano (1 ml) se extendió en una placa de 
agar y se permitió que se secara durante 30 minutos. 
4. Después de este tiempo, se situaron 5 l del fotosensibilizador en las bacterias extendidas y se expusieron a 
la luz de un diodo de láser (35 mW, 675 nm) durante 2 minutos (densidad de energía = 1,4 J/cm2). Las placas se 30
incubaron durante una noche a 37 ºC.
5. Al día siguiente, debería haber crecido un césped bacteriano en la placa excepto donde se aplicó el conjugado 
de fotosensibilizador y luz. Si se descubrió que aparecía aquí crecimiento bacteriano, no se investigó 
adicionalmente el conjugado fotosensibilizador correspondiente. Las combinaciones de conjugado 
fotosensibilizador/bacterias que se descubrió que eran exitosas se analizaron adicionalmente de la siguiente 35
manera (método modificado de [93, 94]):
6. Se recogió un cultivo de una noche de bacterias y se resuspendió en PBS. Se tomó una alícuota (100 l) de 
las bacterias y se añadió a pocillos de una placa de 24 pocillos. Después se añadieron 100 l de conjugado de 
fotosensibilizador diluido en serie a cada pocillo por triplicado. Las suspensiones se agitaron durante un periodo 
de tiempo específico (habitualmente entre 1 y 30 minutos) después de lo cual las bacterias se recogieron por 40
centrifugación y se lavaron 4 veces con PBS o NaCl 0,15 M. Se resuspendieron los sedimentos bacterianos en 
PBS o NaCl 0,15 M y se colocaron en una placa de 24 pocillos. Después se expusieron los pocillos a luz de un 
diodo de láser (densidad de energía = 1,4 J/cm

2
). La suspensión completa se retiró de cada pocillo y se diluyó en 

serie en caldo 2TY. Se retiró una alícuota (25 l) de cada dilución y se colocó en una mitad de una placa de agar. 
La suspensión se extendió después a través de una mitad de la placa de agar y las placas se incubaron durante 45
una noche a 37 ºC. 
7. Al día siguiente, se contó el número de colonias presente en las placas (es decir placas que tenían entre 20 y 
200 colonias). Después se calculó la supervivencia de células bacterianas comparando con colonias de 
suspensiones que no tenían tratamiento con fotosensibilizador o luz.

50
Ejemplo 19 - Captura de imágenes celulares de células SKOV3 con scFv C6.5-PPa

1. Se lavaron cubreobjetos redondos en etanol y se aclararon en PBS. Después se colocaron cubreobjetos en 
placas de cultivo tisular de 12 pocillos.

55
2. Las células SKOV3 se tripsinizaron y se lavaron con PBS. El sedimento celular se resuspendió en medio de 
McCoy y las células se sembraron en los cubreobjetos a 2 x 105 células/ml. Las células se incubaron durante una 
noche a 37 ºC y CO2 5 %.

3. Los cubreobjetos con las células adherentes se aclararon cuidadosamente en PBS y se añadió C6-PPa o PBS 60
a los pocillos. Las células se incubaron a 37 ºC y CO2 5 % durante 30 minutos después de lo cual se lavaron 
cuidadosamente con PBS.

4. Las células se fijaron en los cubreobjetos incubando en 2 ml de paraformaldehído al 4 % durante 60 minutos a 
temperatura ambiente. Después de este tiempo, los cubreobjetos se lavaron con PBS y se invirtieron con el lado 65
de las células hacia abajo en portaobjetos de vidrio. Los bordes de los cubreobjetos se sellaron después usando 
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esmalte de uñas.

5. Se realizó después captura de imágenes de fluorescencia usando un láser de Ar+ (418 nm) como fuente de 
excitación, usando un microscopio confocal de exploración de láser Leica, las imágenes se muestran en la figura 
20 y 24, y el espectro de emisión se muestra en la figura 21 y 24.5

Las Figuras 24a y 24e muestran respectivamente las líneas celulares negativas para HER-2 y positivas para HER-2 
incubadas con la misma cantidad de PPa libre con espectros de emisión respectivos correspondientes en las 
Figuras 24b y 24f. Las imágenes y espectros de emisión muestran que las células KB captan el PPa poco más de 2 
veces mejor que las células SKOV3. Las Figuras 24c y 24g muestran las líneas celulares negativas y positivas para 10
HER2 incubadas con C6-PPa (cantidad equivalente de PPa a la Figura 24a, b, e, f) y los espectros de emisión 
correspondientes se muestran en las Figuras 24d y 24h.

El scFv C6.5 claramente ha influido en la dirección del PPa con fluorescencia muy débil, no asociado con la longitud 
de onda de emisión de PPa, que se observa en las células KB. Sin embargo se ve fuerte fluorescencia basada en 15
PPa en la línea celular SKOV3. Las superposiciones de transmisión (Figura 24i y 24j) muestran más claramente que 
el PPa se extiende por toda la célula con tinción puntual, de tipo endosómico.

Ejemplo 20 - Conjugados de anticuerpo F1, GP6 y D1.3 en comparación con C6.5
20

Se expresaron F1 y GP6 (fosfatasa alcalina placentaria anti humano) y D1.3 (31) en pHEN2. La expresión y 
purificación de todos los scFv fue la misma que se ha descrito anteriormente para C6.5. 

Acoplamiento de fotosensibilizador pirofeoforbida-a con scFv.
25

Se sintetizó pirofeoforbida-a succinimidil éster para acoplamiento con el scFv de la siguiente manera. A una solución 
protegida de la luz de la pirofeoforbida-a (50 mg, 0,094 mmol) en una mezcla de DCM/THF seco (9:1) se añadió N-
hidroxisuccinimida (12,9 mg, 0,11 mmol) seguido de diciclohexilcarbodiimida (DCC) (23,2 mg, 0,11 mmol). 

Después de agitar durante 12 horas (a temperatura ambiente), la diciclohexilurea precipitada se separó por filtrado y 30
los disolventes se retiraron. El producto en bruto se captó en un volumen pequeño de cloroformo y se precipitó por la 
adición de hexano. El precipitado de se recogió, se lavó bien con hexano y el producto en bruto resultante se purificó 
por cromatografía en columna en gel de sílice eluyendo con hexano 2 % en etil acetato (Rf 0,66). El producto aislado 
se volvió a cristalizar a partir de DCM/hexano para proporcionar succinimidil éster puro en rendimiento del 70 %.

35
El pirofeoforbida-a succinimidil éster se resuspendió en DMSO 100 % y se añadió a una concentración de 52,8 mM 
a MFE-23, C6.5 o HuBC1 3,3 mM en PBS que contenía acetonitrilo 6% y con agitación continua a 40 ºC durante 30 
minutos. Los fotoinmunoconjugados (PIC) se dializaron después frente a PBS con un cambio de tampón.

Para la comparación de C6.5, F1, GP6 y D1.3, se ajustaron las concentraciones de todos los scFv de modo que 40
fueran iguales que GP6 lo que proporcionó la expresión más baja de todos los scFv. Los scFv se acoplaron con PPa 
a una concentración de 0,3 mM. No hubo precipitación de la proteína antes del acoplamiento y el conjugado de 
scFv-PPa permaneció soluble a concentraciones de 0,5 mg/ml o inferiores.

Se llevó a cabo SDS-PAGE como se ha descrito para C6.5 anteriormente y se tiñó con azul de Coomassie. Se 45
transfirieron geles no teñidos usando un aparato de transferencia semiseco (Biorad) en nitrocelulosa y se secó 
suavemente.

La fluorescencia se visualizó excitando el PPa en la mancha de transferencia en un transiluminador de UV a longitud 
de onda corta. Como ejemplo de un cálculo para determinar la relación PPa: scFv, la absorbancia de PPa 65 mg/ml 50
proporciona 1 UA a 670 nm. Por lo tanto 0,2 UA es igual a PPa 13 mg/ml lo que es igual a PPa 2,4 x 10

-5
M 

(PM=535). Este se encontró acoplado con un scFv a una concentración de 50 mg/ml (véase Figura 1B), que es igual 
a 1,7 x 10-6 M (PM=30.000). La relación resulta ser de 14,1:1, que se convierte en 9,9:1 después de corregir con 
respecto a unión no covalente al 30 %. 

55
Resultados

El perfil de absorbancia de PPa libre en DMSO 100 % y PBS/DMSO 1,9 % se muestra en la Figura 22A. Ambos 
muestran los picos característicos aproximadamente a 400 nm (pico de Soret), picos menores entre 500 y 630 nm y 
la banda Q a 670 nm. La Figura 22B muestra el perfil para el scFv C6.5 acoplado con PPa. Los picos permanecen 60
agudos y similares al de PPa libre. La absorbancia a 670 nm se usó para determinar la concentración de PPa y se 
usó para calcular la relación de PPa:scFv que era de 11,92  1 (media de 5 reacciones de acoplamiento 
independientes). Esto proporciona una relación efectiva de aproximadamente 8:1 después de corrección con 
respecto a una cantidad pequeña (30 %) de unión no covalente. El perfil de PPa cuando se une con el scFv MFE se 
muestra en la Figura 22C.65
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Se acoplaron otros cuatro scFv con PPa para entender los factores importantes para obtener buenas relaciones de 
acoplamiento (Figura 22D). scFv D1.3-PPa proporciona un patrón de absorbancia cercano al “ideal” ejemplificado 
por el scFv C6.5, scFv F1-PPa es ligeramente menos eficaz.

Sin embargo, scFv GP6-PPa y scFv HuBC-1-PPa muestran malos perfiles con picos ampliados, lo que indica posible 5
agregación. La relación de PPa:scFv para todos los experimentos de acoplamiento de scFv se muestra en la Tabla 
6.

Tabla 6 relaciones de acoplamiento de PPa: scFv
Relaciones de acoplamiento de PPa: scFv efectivas determinadas por comparación con una curva patrón de PPa y 
con corrección para unión no covalente al 30 %.

ScFv Relación PPa:scFv

C6.5 8,3

MFE-23 (nueva) 6,0

MFE-23 (congelada) 3,0

D1.3 6,1

F1 5,1

GP6 3,1

HuBC-1 2,1

10
El alineamiento de secuencia (Figura 26) de los scFv usados en este estudio reveló que C6.5, que proporciona 
acoplamiento reproducible y buenos rendimientos de oxígeno singlete, tiene más lisinas que se predice que están 
espacialmente separadas en comparación con scFv que realizan PIC peores (HuBC-1, GP6 y F1).

Ejemplo 21 - Preparación de Verteporfina (Visudyne™) succinimidil éster (Figura 27)15

Se obtuvo Verteporfina como se ha descrito en Scherrer et al. (1986) J. Org. Chem. 51: 1094-1100.

1. El Verteporfina succinimidil éster (Figura 27; Compuesto “b”) se preparó como se ha descrito para PPa. A una 
solución protegida de la luz de verteporfina (6 mg) en THF seco (5 ml), se añadió N-hidroxisuccinimida (3 mg) 20
seguido de diciclohexilcarbodiimida (DCC, 6 mg).
2. La mezcla de reacción se agitó durante 12 horas a temperatura ambiente con nitrógeno, momento en el cual 
se había consumido todo el material de partida.
3. Se evaporó el disolvente y se purificó el producto en bruto por cromatografía en columna en gel de sílice, se 
cargó como una solución en DCM y se eluyó con etil acetato (Rf 0,74) para proporcionar verteporfina succinimidil 25
éster puro en un rendimiento del 75%. MS (FAB+) 832 (M+).
4. Se descongeló una solución de reserva de scFv C6.5 a 500 g/ml a temperatura ambiente y se añadieron 200 
l a 706 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución. La solución se agitó en hielo hasta que se enfrió.

Ejemplo 22 – Conjugación de scFv c6.5 con Verteporfina (Visudyne™) - sistema de disolvente 130

1. Se añadió después Verteporfina (Visudyne™) succinimidil éster compuesto en DMSO 100% (34 l) a partir de 
una solución de reserva de 1,58 mM al scFv C6.5 con agitación continua (para proporcionar 16 equivalentes de 
Verteporfina (Visudyne™)). La mezcla se mantuvo en hielo y en oscuridad, con agitación durante 30 minutos, 
momento en el cual la solución se situó en tubos de diálisis y se dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una 35
noche en oscuridad.
2. Cada muestra del conjugado se colocó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil de absorbancia frente a 
un blanco que contenía PBS. Se midió el valor de absorbancia a 410 nm y se determinó la concentración de PS 
en g/ml comparando con una curva patrón de Verteporfina (Visudyne™).

40
Ejemplo 23 – Conjugación de scFv MFE-23 (anti CEA) con Verteporfina (Visudyne™) - sistema de disolvente 2

1. Se descongeló una solución de reserva de MFE-23 a 500 g/ml a temperatura ambiente y se añadieron 200 l 
a 706 l de PBS. Se añadió acetonitrilo (60 l) a la solución. La solución se agitó en hielo hasta que se enfrió.
2. Se añadió después Verteporfina (Visudyne™) succinimidil éster (34 l) de una solución de reserva de DMSO 45
1,58 mM al MFE-23 con agitación continua (para proporcionar 16 equivalentes de Verteporfina (Visudyne™)). La 
mezcla se mantuvo en hielo y en oscuridad, con agitación durante 30 minutos, después de lo cual la solución se 
situó en tubos de diálisis y se dializó frente a 5 l de PBS a 4 ºC durante una noche en oscuridad.
3. Cada muestra del conjugado se colocó en una cubeta de cuarzo y se procesó un perfil de absorbancia frente a 
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un blanco que contenía PBS. Se midió el valor de absorbancia a 410 nm y se determinó la concentración de PS 
en g/ml comparando con una curva patrón de Verteporfina (Visudyne™). La relación de Verteporfina 
(Visudyne™)):MFE-23 fue por lo tanto entre 8:1 y 10:1.

Ejemplo 24 - Caracterización fotofísica de un conjugado de scFV-Verteporfina (Visudyne™) (Figura 28)5

1. Se realizaron diluciones en serie (concentraciones divididas a la mitad) de los conjugados en PBS y la 
absorbancia se midió a una longitud de onda de excitación de 690 nm y una longitud de onda de emisión de 680 
nm.
2. Estas se compararon con Verteporfina (Visudyne™) en PBS (Figura 28).10

Ejemplo 25 - Citotoxicidad in vitro de un conjugado de scFv c6.5-Verteporfina (Visudyne™) (Figura 29). 

1. Se midió la citotoxicidad celular in vitro de la siguiente manera: las células diana (en este ejemplo, se usaron 
células SKOV3 como células positivas para antígeno y se usaron células KB como células negativas para 15
antígeno) se mantuvieron a 37 ºC, CO2 5 % en medio (DMEM) complementado con suero de ternero fetal 10 % y 
penicilina/estreptomicina 5 mM en un matraz de 75 cm2. Para células SKOV3, el medio usado fue medio 5A de 
McCoy complementado con FBS 15 %, penicilina/estreptomicina 5 mM.
2. Cuando fueron confluyentes al 70-80 %, las células se lavaron en PBS y se añadieron 5 ml de tripsina. El 
matraz se incubó a 37 ºC, CO2 5 % durante 15 minutos o hasta que las células se habían separado del matraz. 20
Las células se colocaron después en un tubo Falcon de 50 ml y la tripsina se desactivó añadiendo 15 ml de 
DMEM o medio de McCoy.
3. Se extrajeron células (20 l) del tubo y se colocaron en un hemocitómetro para su recuento. Las células 
restantes se recogieron a 1800 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y el sedimento se resuspendió 
suavemente en 1 ml de DMEM o medio de McCoy. Las células se resuspendieron exhaustivamente y se 25
añadieron 19 ml adicionales de DMEM o medio de McCoy. Las células se diluyeron en DMEM o medio de McCoy 
en consecuencia para proporcionar 2 x 106 células/ml. Después se añadieron células (50 l) a cada pocillo de 
una placa de 96 pocillos y se incubaron durante una noche a 37 ºC y CO2 5%.
4. Se llevó a cabo el siguiente procedimiento con luz tenue: al día siguiente, el conjugado de diluyó en PBS para 
proporcionar concentraciones de C6.5 equivalentes a 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56 y 0,78 g/ml. Las 30
células se lavaron una vez con PBS y se añadieron 50 l del conjugado a pocillos por cuadruplicado. También se 
incluyeron pocillos de control (pocillos con conjugado añadido pero no expuestos a la luz, y pocillos sin 
conjugado añadido ni expuestos a la luz). Se había determinado en experimentos previos que la luz de láser por 
sí sola no tenía ningún efecto en la viabilidad celular, de modo que no se incluyeron controles de “solamente luz” 
a no ser que cambiase la fuente de luz o la dosis de energía de la luz.35
6. Las células se incubaron en el conjugado o PS libre (la concentración varía) durante 30 minutos a 37 ºC, CO2

5 % y después se lavaron 3 veces con PBS. Se añadió PBS (50 l) a cada pocillo y los pocillos por cuadruplicado 
se expusieron a luz de láser durante 2 minutos (dosis de energía = 4,2 J; densidad de energía = 1,4 J/cm2).
7. El PBS se retiró de cada pocillo y se añadieron 100 l de DMEM o medio de McCoy. Las placas se envolvieron 
sueltas en papel metalizado, pero se cubrieron adecuadamente de modo que no pudiera entrar luz ambiental. 40
Las placas se incubaron después como anteriormente durante 48 horas, después de lo cual se llevó a cabo un 
ensayo de destrucción celular.
8. Se llevaron a cabo ensayos de destrucción celular usando los kits Cytotox-96 (de acuerdo con el protocolo de 
Promega). Las células se lavaron 3 veces con PBS y se añadieron 50 l de solución de lisis celular. Las placas 
se incubaron durante 60 minutos a 37 ºC en oscuridad. Después de este tiempo, se añadieron 50 l de solución 45
de sustrato (lo que indica la cantidad de lactato deshidrogenasa en células). Este se incubó a temperatura 
ambiente durante 30 minutos, después de lo cual, se añadieron 50 l de solución de parada (ácido acético 0,5
M). Las suspensiones celulares se retiraron de los pocillos y se colocaron en una placa de microtitulación nueva. 
La absorbancia se midió después a 690 nm en un lector de placas de microtitulación.
9. Se determinaron las muertes celulares y se expresaron como un porcentaje de los controles (Figura 29).50

Resultados: Las CI50 son las siguientes:

Conjugado de C6.5-Verteporfina (Visudyne™) en células SKOV3 = 2,2 M;
Conjugado de C6.5-Verteporfina (Visudyne™) en células KB = 28,1 M;55
Verteporfina (Visudyne™) en células SKOV3 =15,3 M;
Verteporfina (Visudyne™) en células KB =10 M.

Por lo tanto, cuando se dirige usando el scFv C6.5, la Verteporfina (Visudyne™) es 7 veces más potente y 13 veces 
más específica.60

Ejemplo 26 - Formulaciones farmacéuticas y administración.

Un aspecto adicional de la invención proporciona una formulación farmacéutica que comprende un compuesto de 
acuerdo con el primer aspecto de la invención en mezcla con un adyuvante, diluyente o vehículo farmacéutica o 65
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veterinariamente aceptable.

Preferentemente, la formulación es una dosificación unitaria que contiene una dosis o unidad diaria, subdosis diaria 
o una fracción apropiada de la misma, del principio activo.

5
Los compuestos de la invención normalmente se administrarán por vía oral o por cualquier vía parenteral, en forma 
de una formulación farmacéutica que comprenda el principio activo, opcionalmente en forma de una sal de adición 
de ácidos, o bases, orgánica, o inorgánica, no tóxica, en una forma de dosificación farmacéuticamente aceptable. 
Dependiendo del trastorno y el paciente para tratar, así como de la vía de administración, las composiciones pueden 
administrarse a diversas dosis.10

En terapia humana, los compuestos de la invención pueden administrarse solos pero generalmente se administrarán 
en mezcla con un excipiente, diluyente o vehículo farmacéutico adecuado seleccionado con respecto a la vía 
pretendida de administración y práctica farmacéutica convencional.

15
Por ejemplo, los compuestos de la invención pueden administrarse por vía oral, por vía bucal o por vía sublingual en 
forma de comprimidos, cápsulas, óvulos, elixires, soluciones o suspensiones, que pueden contener agentes 
saporíferos o colorantes, para aplicaciones de liberación inmediata, retardada o controlada. Los compuestos de la 
invención también pueden administrarse mediante inyección intracavernosa.

20
Dichos comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato sódico, 
carbonato cálcico, fosfato cálcico dibásico y glicina, disgregantes tales como almidón (preferentemente almidón de 
maíz, patata o tapioca), glicolato de almidón sódico, croscarmelosa sódica y ciertos silicatos complejos, y 
aglutinantes de granulación tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa 
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arábiga.25

Adicionalmente, pueden incluirse agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, ácido esteárico, gliceril 
behenato y talco.

También pueden emplearse composiciones sólidas de un tipo similar como cargas en cápsulas de gelatina. Los 30
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidón, una celulosa, azúcar de la leche o polietilenglicoles 
de alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invención pueden combinarse 
con diversos agentes edulcorantes o saporíferos, materia colorante o colorantes, con agentes emulsionantes y/o de 
suspensión y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

35
Los compuestos de la invención también pueden administrarse por vía parenteral, por ejemplo, por vía intravenosa, 
por vía intraarterial, por vía intraperitoneal, por vía intratecal, por vía intraventricular, por vía intraesternal, por vía 
intracraneal, por vía intramuscular o por vía subcutánea, o pueden administrarse por técnicas de infusión. Se usan 
mejor en forma de una solución acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo, suficientes sales o 
glucosa para hacer la solución isotónica con la sangre. Las soluciones acuosas deberían tamponarse de forma 40
adecuada (preferentemente a un pH de 3 a 9), si es necesario. La preparación de formulaciones parenterales 
adecuadas en condiciones estériles se consiguió fácilmente por técnicas farmacéuticas convencionales bien 
conocidas por los expertos en la materia.

Las formulaciones adecuadas para administración parenteral incluyen soluciones de inyección estéril acuosa y no 45
acuosa que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostáticos y solutos que hacen a la formulación 
isotónica con la sangre del receptor pretendido; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir 
agentes de suspensión y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis 
unitaria o multidosis, por ejemplo ampollas y frascos sellados, y pueden almacenarse en una condición secada por 
congelación (liofilizada) que requiere solamente la adición del vehículo líquido estéril, por ejemplo agua para 50
inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse soluciones y suspensiones de inyección 
extemporánea a partir de polvos estériles, gránulos y comprimidos del tipo previamente descrito.

Para administración oral y parenteral a pacientes humanos, el nivel de dosificación diario de los compuestos de la 
invención habitualmente será de 1 mg/kg a 30 mg/kg. Por lo tanto, por ejemplo, los comprimidos o cápsulas del 55
compuesto de la invención pueden contener una dosis de compuesto activo para administración individualmente o 
dos o más cada vez, según sea apropiado. El médico en cualquier caso determinará la dosificación real que será la 
más adecuada para cualquier paciente individual y esta variará con la edad, peso y respuesta del paciente particular. 
Las dosis anteriores son ejemplares del caso medio. Puede haber, por supuesto, casos individuales en los que se 
requieran intervalos de dosificación superiores o inferiores y estos están dentro del alcance de la presente invención.60

Los compuestos de la invención también pueden administrarse por vía intranasal o por inhalación y se suministran 
de manera conveniente en forma de un inhalador de polvo seco o una presentación de pulverización de aerosol a 
partir de un recipiente presurizado, pulverizador o nebulizador con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, 
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, un hidrofluoroalcano tal como 1,1,1,2-65
tetrafluoroetano (HFA 134A3) o 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA 227EA3), dióxido de carbono u otro gas 
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adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificación puede determinarse proporcionando una 
válvula para suministrar una cantidad medida. El recipiente presurizado, bomba, pulverizador o nebulizador puede 
contener una solución o suspensión del compuesto activo, por ejemplo usando una mezcla de etanol y el propulsor 
como el disolvente, que puede contener adicionalmente lubricante, por ejemplo sorbitán trioleato. Las cápsulas y 
cartuchos (compuestos, por ejemplo, de gelatina) para su uso en un inhalador o insuflador pueden formularse para 5
contener una mezcla de polvo de un compuesto de la invención y una base de polvo adecuada tal como lactosa o 
almidón.

Se disponen preferentemente formulaciones de aerosol o de polvo seco de modo que cada dosis medida o 
“descarga” suministra una dosis apropiada de un compuesto de la invención para su suministro al paciente. Se 10
apreciará que la dosis diaria general con un aerosol variará de paciente a paciente, y puede administrarse en una 
dosis única o, más habitualmente, en dosis divididas a lo largo del día.

Como alternativa, los compuestos de la invención pueden administrarse en forma de un supositorio o pesario, o 
pueden aplicarse por vía tópica en forma de una loción, solución, crema, pomada o polvo de uso externo. Los 15
compuestos de la invención pueden administrarse por vía transdérmica, por ejemplo, mediante el uso de un parche 
cutáneo. También pueden administrarse por la vía ocular, particularmente para el tratamiento de enfermedades del 
ojo.

Para uso oftálmico, los compuestos de la invención pueden formularse como suspensiones micronizadas en 20
solución salina estéril, con pH ajustado, isotónica o, preferentemente, como soluciones en solución salina estéril, con 
pH ajustado, isotónica, opcionalmente en combinación con un conservante tal como cloruro de bencilalconio. Como 
alternativa, pueden formularse en una pomada tal como vaselina.

Para aplicación por vía tópica a la piel, los compuestos de la invención pueden formularse como una pomada 25
adecuada que contiene el compuesto activo suspendido o disuelto en, por ejemplo, una mezcla con uno o más de 
los siguientes: aceite mineral, vaselina líquida, vaselina blanca, propilenglicol, compuesto de polioxietilen 
polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Como alternativa, pueden formularse como una loción o crema 
adecuada, suspendidos o disueltos en, por ejemplo, una mezcla de uno o más de los siguientes: aceite mineral, 
sorbitán monoestearato, un polietilenglicol, parafina líquida, polisorbato 60, cera de cetil ésteres, alcohol cetearílico, 30
2-octildodecanol, alcohol bencílico y agua.

Las formulaciones adecuadas para administración tópica en la boca incluyen grageas que comprenden el principio 
activo en una base con sabor, habitualmente sacarosa y goma arábiga o tragacanto; pastillas que comprenden el 
principio activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arábiga; y colutorios que 35
comprenden el principio activo en un vehículo líquido adecuado.

En general, en seres humanos, la administración oral o tópica de los compuestos de la invención es la vía preferida, 
siendo la más conveniente. En circunstancias en las que el receptor padece un trastorno de deglución o alteración 
de la absorción farmacológica después de administración oral, el fármaco puede administrarse por vía parenteral, 40
por ejemplo por vía sublingual o por vía bucal.

Para uso veterinario, se administra un compuesto de la invención como una formulación adecuadamente aceptable 
de acuerdo con la práctica veterinaria normal y el cirujano veterinario determinará el régimen de dosificación y la vía 
de administración que serán los más apropiados para un animal particular.45
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar un compuesto que comprende un agente fotosensibilizador acoplado con una molécula 
vehículo, en el que el compuesto comprende una relación de agente fotosensibilizador y molécula vehículo de al 
menos 3:1, que comprende las etapas de:5

(i) proporcionar un agente fotosensibilizador; en el que el agente fotosensibilizador es al menos uno seleccionado 
del grupo que consiste en: hematoporfirinas, porfirinas de origen natural; clorinas de origen natural; 
bacterioclorinas de origen natural; feoforbidas; pirofeoforbida a; fotocloro, clorinas; clorina e6; mono-L-aspartil 
clorina e6, di-L-aspartil clorina e6; clorina de estaño (IV) e6; bacterioclorofilas de paladio; bacteriofeoforbida de 10
paladio; clorinas sintéticas; bacterioclorinas sintéticas; metatetrahidroxifenil clorina y bacterioclorina; 
benzoporfirina; monobenzoporfirinas; verteporfina; ftalocianinas; ftalocianinas de aluminio sulfonadas 
(disulfonadas y tetrasulfonadas); naftalocianinas de aluminio sulfonadas; purpurinas; purpurina-18; 
octaetilpurpurina de estaño y cinc; etiopurpurina de estaño; verdinas; porficenos; porfirinas sintéticas; clorinas 
sintéticas; bacterioclorinas sintéticas; mesotrietinilporfirinas sin metales; mesotrietinilporfirinas metalizadas; 15
porfirinas de núcleo modificado; porfirinas expandidas (texafirinas); motexafina de lutecio; motexafina de 
gadolinio; fenotiazinio; azul de metileno; azul de toluidina; cianinas; merocianina 540; colorantes de acridina; 
colorantes de BODIPY; aza-BODIPY; hipericina; colorantes de escuarina halogenada; colorantes de xanteno 
halogenado; eosina; rosa Bengala;
(ii) proporcionar una molécula vehículo; en el que la molécula vehículo se selecciona de scFv, fragmentos Fab 20
y/o anticuerpos de dominio;
(iii) conjugar el agente fotosensibilizador y la molécula vehículo en presencia de un primer y un segundo 
disolventes apróticos polares y un tampón acuoso, en el que el primer y el segundo disolventes apróticos se 
seleccionan del grupo que consiste en dimetil sulfóxido (DMSO); acetonitrilo; N,N-dimetilformamida (DMF); 
HMPA; dioxano; sulfolano; y N-metilpirrolidona; y en el que la relación del primer disolvente aprótico al segundo 25
disolvente aprótico es de aproximadamente 1 a 49 %: 49 a 1 %.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicación 1 en el que las propiedades físicas y funcionales del agente 
fotosensibilizador y de la molécula vehículo están sustancialmente inalteradas después del acoplamiento.

30
3. El proceso de acuerdo con la reivindicación 2 en el que el primer y el segundo disolventes apróticos se 
seleccionan del grupo que consiste en: DMSO; DMF; y acetonitrilo.

4. El proceso de acuerdo con la reivindicación 3 en el que el primer y el segundo disolventes apróticos son DMSO y 
acetonitrilo.35

5. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1-4 en el que la relación es PBS 92 %: DMSO 2 %: acetonitrilo 6 
%.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que la etapa de conjugar el agente 40
fotosensibilizador y la molécula vehículo se realiza a una temperatura de entre 0 ºC y 5 ºC.

7. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en el que la etapa de conjugar el agente 
fotosensibilizador y la molécula vehículo se realiza durante aproximadamente 30 minutos.

45
8. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1-7 en el que la molécula vehículo es un scFv.

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en el que la molécula vehículo es 
humanizada o humana.

50
10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en el que el agente fotosensibilizador es 
un fotosensibilizador monofuncional.

11. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 que comprende además la siguiente 
etapa realizada después de la etapa (iii):55

(iv) acoplar un agente modulador con la molécula vehículo, en donde el agente modulador es capaz de modular 
la función del agente fotosensibilizador.

12. El proceso de acuerdo con la reivindicación 11 en el que el agente modulador se selecciona del grupo que 60
consiste en: ácido benzoico; ácido benzoico que contiene un grupo azida; ácido 4-azidotetrafluorofenilbenzoico; 
ácido benzoico que contiene un grupo aromático que tiene un resto de azida; ácido benzoico que contiene un grupo 
heteroaromático que tiene un resto de azida; análogos de vitamina E; Trolox; butil hidroxil tolueno; propil galato; 
ácido desoxicólico; ácido ursadesoxicólico.

65
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13. El proceso de acuerdo con la reivindicación 12 en el que el grupo aromático o el grupo heteroaromático se 
seleccionan del grupo que consiste en: polifluorobencenos, naftalinas, naftaquinonas, antracenos, antraquinonas, 
fenantrenos, tetracenos, naftacendionas, piridinas, quinolinas, isoquinolinas, indoles, isoindoles, pirroles, imidazoles, 
pirazoles, pirazinas, bencimidazoles, benzofuranos, dibenzofuranos, carbazoles, acridinas, acridonas y fenantridinas, 
xantinas, xantonas, flavonas, cumarinas y sulfenatos de los mismos.5

14. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 que comprende además la siguiente 
etapa realizada después de las etapas (iii) o (iv):

(v) combinar el compuesto con un vehículo farmacéuticamente aceptable para formar una formulación 10
farmacéutica.

15. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 en el que la distancia entre los agentes 
fotosensibilizadores acoplados con la molécula vehículo es entre 3,5 ángstrom y 25 ángstrom.

15
16. El proceso de acuerdo con la reivindicación 15 en el que la distancia entre los agentes fotosensibilizadores 
acoplados con la molécula vehículo es entre 20 y 25 ángstrom.

17. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 que comprende además la siguiente 
etapa realizada antes de la etapa (v) de20

(vi) acoplar un agente de visualización con la molécula vehículo, agente fotosensibilizador o conjugado de los 
mismos.

18. El proceso de acuerdo con la reivindicación 17 en el que el agente de visualización es un colorante fluorescente 25
o luminiscente.

19. Un compuesto que comprende un agente fotosensibilizador acoplado con una molécula vehículo en un resto de 
aminoácido de la molécula vehículo que puede obtenerse por el proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 
a 18, en el que la molécula vehículo se selecciona de scFv, fragmentos Fab y/o anticuerpos de dominio; y en el que 30
se acoplan agentes fotosensibilizadores en restos de aminoácidos de la molécula vehículo que están 
preferentemente a dos aminoácidos de distancia (3,5 a 7,5 ángstrom), más preferentemente a tres aminoácidos de 
distancia (9 a 12 ángstrom), más preferentemente a cuatro aminoácidos de distancia (10-15 ángstrom), aún más 
preferentemente a cinco aminoácidos de distancia (15-20 ángstrom), todavía más preferentemente a seis 
aminoácidos de distancia (20-25 ángstrom); en el que el resto de aminoácido se selecciona del grupo que consiste 35
en: lisina, cisteína; tirosina; serina; glutamato, aspartato y arginina.

20. Un compuesto que comprende un agente fotosensibilizador acoplado con una molécula vehículo en un resto de 
aminoácido de la molécula vehículo con una relación de acoplamiento mínima de 3:1 en el que la molécula vehículo 
se une de forma selectiva con una célula diana, en el que la molécula vehículo se selecciona de scFv, fragmentos 40
Fab y/o anticuerpos de dominio; y en el que se acoplan agentes fotosensibilizadores en la molécula vehículo en 
restos de aminoácidos que están preferentemente a dos aminoácidos de distancia (3,5 a 7,5 ángstrom), más 
preferentemente a tres aminoácidos de distancia (9 a 12 ángstrom), más preferentemente a cuatro aminoácidos de 
distancia (10-15 ángstrom), aún más preferentemente a cinco aminoácidos de distancia (15-20 ángstrom), todavía
más preferentemente a seis aminoácidos de distancia (20-25 ángstrom); en el que el resto de aminoácido se 45
selecciona del grupo que consiste en: lisina, cisteína; tirosina; serina; glutamato, aspartato y arginina.

21. El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 19 o 20 en el que las propiedades físicas y funcionales del 
agente fotosensibilizador y de la molécula vehículo están sustancialmente inalteradas en la forma acoplada en 
comparación con las propiedades cuando están en una forma desacoplada.50

22. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21 en el que la molécula vehículo es un 
scFv.

23. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22 en el que la molécula vehículo es 55
humanizada o humana.

24. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23 en el que el agente 
fotosensibilizador es un fotosensibilizador monofuncional.

60
25. El compuesto de acuerdo con la reivindicación 24 en el que el agente fotosensibilizador es al menos uno 
seleccionado del grupo que consiste en: hematoporfirinas, porfirinas de origen natural; clorinas de origen natural; 
bacterioclorinas de origen natural; feoforbidas; pirofeoforbida a; fotocloro, clorinas; clorina e6; mono-L-aspartil clorina 
e6, di-L-aspartil clorina e6; clorina de estaño (IV) e6; bacterioclorofilas de paladio; bacteriofeoforbida de paladio; 
clorinas sintéticas; bacterioclorinas sintéticas; metatetrahidroxifenil clorina y bacterioclorina; benzoporfirina; 65
monobenzoporfirina; verteporfina; ftalocianinas; ftalocianinas de aluminio sulfonadas (disulfonadas y 
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tetrasulfonadas); naftalocianinas de aluminio sulfonadas; purpurinas; purpurina-18; octaetilpurpurina de estaño y 
cinc; etiopurpurina de estaño; verdinas; porficenos; porfirinas sintéticas; clorinas sintéticas; bacterioclorinas 
sintéticas; mesotrietinilporfirinas sin metales; mesotrietinilporfirinas metalizadas; porfirinas de núcleo modificado; 
porfirinas expandidas (texafirinas); motexafina de lutecio; motexafina de gadolinio; fenotiazinio; azul de metileno; 
azul de toluidina; cianinas; merocianina 540; colorantes de acridina; colorantes de BODIPY; aza-BODIPY; hipericina; 5
colorantes de escuarina halogenada; colorantes de xanteno halogenado; eosina; rosa Bengala.

26. El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 19 a 25 en el que la distancia entre agentes 
fotosensibilizadores acoplados con la molécula vehículo es de seis aminoácidos (20-25 ángstrom).

10
27. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 26 que comprende además un agente 
modulador capaz de modular la función del agente fotosensibilizador para aumentar la producción de oxígeno 
singlete y especies de oxígeno reactivas.

28. El compuesto de acuerdo con la reivindicación 27 en el que el agente modulador se selecciona del grupo que 15
consiste en: ácido benzoico; ácido benzoico que contiene un grupo azida; ácido 4-azidotetrafluorofenilbenzoico; 
ácido benzoico que contiene un grupo aromático que tiene un resto de azida; ácido benzoico que contiene un grupo 
heteroaromático que tiene un resto de azida; análogos de vitamina E; Trolox; butil hidroxil tolueno; propil galato; 
ácido desoxicólico; ácido ursadesoxicólico.

20
29. El compuesto de acuerdo con la reivindicación 28 en el que el grupo aromático o el grupo heteroaromático se 
seleccionan del grupo que consiste en: polifluorobencenos, naftalinas, naftaquinonas, antracenos, antraquinonas, 
fenantrenos, tetracenos, naftacendionas, piridinas, quinolinas, isoquinolinas, indoles, isoindoles, pirroles, imidazoles, 
pirazoles, pirazinas, bencimidazoles, benzofuranos, dibenzofuranos, carbazoles, acridinas, acridonas y fenantridinas, 
xantinas, xantonas, flavonas, cumarinas y sulfenatos de los mismos.25

30. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 29 comprende además un agente de 
visualización.

31. El compuesto de acuerdo con la reivindicación 30 en el que el agente de visualización es un colorante 30
fluorescente o luminiscente.

32. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 31 en el que la molécula vehículo es 
un scFv y el agente fotosensibilizador es pirofeoforbida a.

35
33. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 31 en el que la molécula vehículo es 
un scFv y el agente fotosensibilizador es un monoácido de benzoporfirina (verteporfina)

34. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 31 en el que la molécula vehículo es 
un scFv y el agente fotosensibilizador es bacteriofeoforbida de paladio.40

35. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 31 en el que la molécula vehículo es 
un scFv y el agente fotosensibilizador es un derivado de mono-L-aspartilo de clorina e6.

36. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 31 en el que la molécula vehículo es 45
un scFv y el agente fotosensibilizador es meta tetrahidroxifenil clorina.

37. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 31 en el que la molécula vehículo es 
un scFv y el agente fotosensibilizador es etiopurpurina de estaño (rostaporfina).

50
38. Uso del compuesto como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 37 en la fabricación de 
un medicamento para el diagnóstico de una enfermedad que requiere la destrucción de una célula diana.

39 Uso del compuesto como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 37 en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento y/o la prevención de una enfermedad que requiere la destrucción de una célula 55
diana.

40. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 38 o 39 en el que la enfermedad para tratar se selecciona del grupo 
que consiste en: cáncer; degeneración macular relacionada con la edad; trastornos inmunitarios; enfermedad 
cardiovascular; e infecciones microbianas incluyendo infecciones virales, bacterianas o fúngicas, enfermedades 60
priónicas tales como BSE y enfermedades orales/dentales tales como gingivitis.

41. El uso de acuerdo con la reivindicación 40 en el la enfermedad para tratar es cáncer de colon, pulmón, mama, 
cabeza y cuello, próstata, piel, estómago/gastrointestinal, vejiga y lesiones precancerosas tales como esófago de 
Barrett.65
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42. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 38 a 41 en el que el diagnóstico de la enfermedad 
se realiza por visualización del agente fotosensibilizador o un agente de visualización opcional.

43. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 38 a 42 en el que el compuesto se administra a un 
paciente antes de la exposición a la luz.5

44. Una composición farmacéutica que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 37 y 
un vehículo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptables.
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