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DESCRIPCION
Compuestos de éter de fosfolipido fluorescentes, composiciones y procedimientos de uso

Campo de la invencién

La invencion se refiere generalmente a compuestos de éter de fosfolipido fluorescente selectivos de tumor (PLE), a
composiciones que comprenden estos compuestos y al uso de estos compuestos y composiciones en diversas
aplicaciones de diagnostico.

Antecedentes

Se sabe que la deteccion precoz de tumores conduce a la mejora de la supervivencia a largo plazo. Por lo tanto, el
desarrollo de técnicas de diagnostico de tumores mas selectivas y no invasivas es una alta prioridad. Las imagenes
fluorescentes han probado que son una herramienta eficaz para la investigacion del cancer preclinica, el
descubrimiento de farmacos antitumorales y desarrollos farmacolégicos al proporcionar imagenes de la
biodistribucién de los marcadores fluorescentes. Marcando regiones de interés con sondas moleculares
fluorescentes especificas de tumor, esta técnica permite la visualizaciéon de la ubicacion y las geometrias de las
zonas malignas.

Las barreras fundamentales a la imagen 6ptica en el tejido son una dispersion alta de la luz, autofluorescencia y alta
absorcion por la hemoglobina en la banda de media visible. El uso de la luz roja y en el infrarrojo cercano es la etapa
mas basica hacia la mejora de la imagen. El desplazamiento a longitudes de onda del infrarrojo cercano (700-1100
nm) confiere otras ventajas para la formacion de imagenes de tejidos de mamiferos: se excita menos fluorescencia
de fondo, ya que la autofluorescencia en los tejidos se excita principalmente mediante luz en el ultravioleta cercano y
luz azul; y menos autofluorescencia interfiere, ya que la fluorescencia de la mayoria de los tejidos de mamiferos
alcanza un pico en el amarillo y es muy baja mas alla de 650 nm. (Ballou B, Ernst LA, Waggoner AS. Curr. Med.
Chem., 2005, 12, 795 — 805; Fabian J, Nakazumi H, Matsuoka M. Chem. Rev., 1992, 92, 1197 — 1226). El uso de la
fluorescencia en el IR cercano mejora en muchos aspectos la realizacion de ensayos bioldgicos basados en
fluorescencia. Por ejemplo, la fluorescencia en el IR cercano proporciona: 1) reduccion significativa de la
autofluorescencia de fondo; 2) la penetracion de la luz mas profunda; 3) fotodafio minimo al tejido bioldgico; 4) una
menor sensibilidad a las propiedades opticas de los medios. Un buen marcador fluorescente debe tener un gran
coeficiente de extincion, rendimiento cuantico fluorescente alto y alta fotoestabilidad.

La endoscopia, en particular, la colonoscopia y la broncoscopia, se utiliza para encontrar un crecimiento anormal y
tumores que sobresalen en el lumen. Un dispositivo, llamado endoscopio, se inserta en una cavidad corporal.
Tradicionalmente, los endoscopios utilizan un canal de la luz del dia, es decir, el observador ve todo hallazgo en la
longitud de onda de la luz natural.

Ultimamente, los nuevos endoscopios tienen la capacidad de utilizar varios canales, es decir, un canal de luz del dia
y uno o mas canales adicionales en otras longitudes de onda de luz. Estos canales adicionales se utilizan para
monitorizar la fluorescencia de origen natural o la fluorescencia de un colorante que se inyect6 en el cuerpo o se
pulverizé sobre la superficie de la cavidad corporal. Uno de los posibles canales esta en el area del NIR (infrarrojo
cercano). La ventaja de la zona NIR es que la absorcién de la luz de iones de la zona NIR (por lo general 600 - 800
nm) es minima, y la fluorescencia se puede detectar a una profundidad de unos pocos milimetros a casi un
centimetro bajo la superficie de la cavidad corporal. Se cree que esto tiene ventajas de detectar tumores y
metastasis en los ganglios linfaticos en 6rganos tales como el colon y los pulmones.

De acuerdo con lo anterior, existe la necesidad de estudiar mas a fondo los usos de la fluorescencia de infrarrojo
cercano en la deteccion de neoplasias malignas durante el proceso endoscopico.

El documento US 2008/075660 se publicod el 27 de marzo de 2008, y se titula: "Fluorescencia en el infrarrojo cercano
utilizando colorantes analogos a éter de fosfolipido en aplicaciones endoscopicas”.

Hornillos V., et al., Bioorg. Med. Chem. Lett, 18(24):6336 — 6339 (2008) se titular: “Sintesis de alquilfosfocolinas
marcadas con BODIPY con actividad leishmanicida como analogos fluorescentes de miltefosina”.

Sumario de la invencién

La invencion se refiere generalmente a compuestos de éter de fosfolipido (PLE) fluorescentes selectivos de tumor
(PLE), a composiciones que comprenden estos compuestos y al uso de estos compuestos y/o composiciones en €l
diagndstico de diversas neoplasias malignas.

En un aspecto, la invencion se refiere a compuestos como se define en las reivindicaciones.

En una forma de realizacién, la presente invencién se refiere a compuestos fluorescentes de fosfolipido de acuerdo
con las férmulas (1)-(I):
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FORMULA |
Y,
0
Y4 (CHz)n—OI?OX
: Q
Y ()
FORMULA Il
?l.
z——(CHz)n-ol?ox
%

T

en la que n es un numero entero entre 7 y 23;
Y es H, Me o Et;
X se selecciona del grupo que consiste en

‘ @ @ —\
$-CH,CHAMe;, §—CH,CH,CHNMes v < N

y
Z es un fluoroéforo seleccionado de los siguientes:
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en la que
R se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Bry I.
Q se selecciona del grupo que consiste en N, CH, C-Me, C-Et, C-CF3, C-Ph

R' se selecciona del grupo que consiste en

RS-@—(CH=CH)m—§

L se selecciona del grupo que consiste en O, S, NH y NMe;

R? se selecciona del grupo que consiste en H, Me, y Et;

R® se selecciona del grupo que consiste en H, OMe, Oet y NMe2;

R* se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Ph o p-metoxi—fenilo; y

m es un numero enterode 1 a 5,

(u otros fluoréforos de carga positiva) pueden incluir también un contraion de carga negativa, tal como CI". Los
inventores también divulgan compuestos de las férmulas (l11) a (VI).
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FORMULA Il

o ® :
(CHz)n‘O!i’OCHZCHg'NMe;;,_

‘0@

.0
N @
{CH2}y-O F;OCH2CH2NME3
0
]
en la que
RS se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Bry |;
5 R® se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, p—metoxi—fenilo,

p—(N,N—dimetilamino)—fenilo y

10 en la que R’ se selecciona del grupo que consiste en H, Me, OMe, y Me;N.

e ,

(CHQ) OPOCHZCHENMegr

O@

FORMULA IV

15 en la que
n es un numero entero entre 7 y 23;
m es un numero entero entre 0 y 4;
X se selecciona del grupo que consiste en O, S, CMe, y C=CHy;

Y se selecciona del grupo que consiste en Me, Et, Pr, i-Pry

20
o il @
§—(CHy)s~OPOCH,CHNMey
< kX
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FORMULA V

en la que
m es un numero entero entre 0 y 4;
X se selecciona del grupo que consiste en O, S, CMe, y C=CHy;
Y se selecciona del grupo que consiste en Me, Et, Pry i—Pr;

R® se selecciona del grupo que consiste en

0 - ‘ '
1] L
§©~«:Hz)n-ogoz Y §(CHy)-0POZ
C

Oe.

en el que n es un numero entero entre 7y 23; y

Z se selecciona del grupo que consiste en:

e Y
§~CH,CH,NMes, v §~<3N\
' Me.

FORMULA VI

en la que
n es un numero entero entre 7 y 23

R’ se selecciona del grupo constituido por Me, Ety

e

e
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o
§'—(CH2)_,,—0F|>02

%

Z se selecciona del grupo que consiste en:
) @ Me
§~CH,CH,NMes, ¥ §—<:>N\®
' Me'.

En una realizacioén preferida, la invencién se refiere a un compuesto que tiene una férmula:

| i @
(CH2)15~OPOCH;CH;NMe;
O_‘9 '

La invencidon también se refieren general a composiciones que comprenden los compuestos de la presente
invencion.

La invencién también se refiere en general a compuestos de la presente invencion para su uso en varios
procedimientos, incluyendo, ente otros, determinacion endoscoépica de la presencia de neoplasia maligna interna;
determinacion visual y microscépica de la presencia de lesiones malignas sobre la piel; ayuda en la seleccion de
tejidos para biopsia en las neoplasias malignas internas y de la piel; determinacién de la presencia de neoplasias
malignas internas y/o de la piel durante cirugias para ayudar a realizar la biopsia y/o en la reseccion quirirgica de
dichas neoplasias malignas.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1a representa células de melanoma de piel (A375) tras 24 horas de incubacion con CLR1501;

La FIG. 1b representa células de piel normales (A375) tras 24 horas de incubacion con CLR1501;

La FIG. 2a representa células de melanoma de piel (A375) tras 0,5 horas de incubacion con CLR1501;

La FIG. 2b representa células de melanoma de piel (A375) tras 1 horas de incubaciéon con CLR1501;

La FIG. 2c representa células de adenocarcinoma colorrectal (HCT-116) tras 24 horas de incubaciéon con
CLR1501;

La FIG. 2d representa células de carcinoma de utero (MES SA/Dx5) tras 24 horas de incubacion con CLR1501;
La FIG. 2e representa células de carcinoma pancreatico (Mia Paca-2) tras 24 horas de incubacion con CLR1501;
La FIG. 2f representa células de carcinoma pancreatico (Panc—1) tras 24 horas de incubacion con CLR1501;

La FIG. 2g representa células de adenocarcinoma de ovarios (Ovcar-3) tras 24 horas de incubacion con
CLR1501;

La FIG. 2h representa células de adenocarcinoma de ovarios (Ovcar-3) tras 24 horas de incubacion con
CLR1501;

La FIG. 2i representa células de glioblastoma (U-87MG) tras 24 horas de incubaciéon con CLR1501;

La FIG. 2j representa células de fibroblastos normales (NFA) tras 24 horas de incubacién con CLR1501;

La FIG. 2k representa células de carcinoma de células claras (Caki 2) tras 24 horas de incubacion con CLR1501;
La FIG. 2l representa células de adenocarcinoma de prostata (PC3) tras 24 horas de incubacion con CLR1501;
La FIG. 3 representa células de glioblastoma (U-87MG) tras 48 horas de incubacion con CLR1501;

La FIG. 4 representa colocalizacién de CLR1501 con células fibroblastos normales (NFA) y de adenocarcinoma
de proéstata (PC3);

La FIG. 5 representa colocalizacion de CLR1501 con células fibroblastos normales (NFA) y de carcinoma de
células claras (Caki 2);

La FIG. 6 representa una imagen de un raton atimico al que se ha inoculado carcinoma pancreatico e inyectado
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una composicion que comprende CLR1501;

La FIG. 7 representa imagenes de tumores escindidos de ratones a los que se ha inyectado CLR1501; La FIG. 8
representa la colocalizacion tumoral de CLR1502 en ratones portadores de tumores de carcinoma colorrectal
humano HCT-116).

La FIG. 9 representa la colocalizacion tumoral de CLR1501 en ratones portadores del tumores de carcinoma
pancreatico sin piel (Panc-1).

La FIG. 10 representa la colocalizacién tumoral de CLR1501 en ratones portadores del tumores de carcinoma
pancreatico sin piel (Panc—1) como se muestra usando Kodak X-Sight 761.

Descripcion detallada de la invenciéon

Como se usa en el presente documento, el término "alquilo" incluye grupos de hidrocarburos de cadena lineal y
ramificada que contienen el niumero indicado de atomos de carbono, tipicamente metilo, etilo y los grupos de butilo y
propilo de cadena lineal y ramificada. La referencia a un grupo o resto individual, tal como “propilo”, abarca
Unicamente el resto o grupo de cadena lineal. Se hace referencia especifica a un isémero de cadena ramificada, tal
como “isopropilo.

"Me" se refiere a metilo.

"Et" se refiere a etilo.

"Ph" se refiere a fenilo.

"Pr" se refiere a propilo.
"i-Pr" se refiere a iso-propilo.

Los articulos en singular “uno/a”, “un” y “el/la” incluyen la referencia en plural, a menos que se indique
especificamente o a menos que esté claro por el contexto que solo es posible la forma en singular.

Las expresiones “compuesto éter de fosfolipido" y "compuesto de fosfolipido" se usan de forma intercambiable para
los fines de la presente solicitud.

En una forma de realizacion, la presente invencion se refiere en general a los compuestos de PLE fluorescentes y a
su uso para la determinacién de neoplasias malignas y otros usos.

En una forma de realizacién, la invencion se refiere generalmente a pigmentos fluorescentes de fosfolipidos de
acuerdo con las férmulas (1)-(11):

FORMULA |
Y
0
Y4 (CHz)n—OI?OX
: Q
Y @ .
FORMULA Il
?l.
z——(CHz)n-ol?ox
%

T

en el que n es un numero entero entre 7 y 23;
Y es H, Me o Et;
X se selecciona del grupo que consiste en
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| @ ® —\ Me
$-CHCHNMeg, §—CH,CH.CHNMes, v §—  N@
' - " ~ Me ;
y
Z es un fluoroéforo seleccionado de los siguientes:
5
y
10
en la que
R se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Bry I.
Q se selecciona del grupo que consiste en N, CH, C-Me, C-Et, C-CF3, C-Ph
R' se selecciona del grupo que consiste en
15
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RS-@—(CH=CH)m—§

L se selecciona del grupo que consiste en O, S, NH y NMe;

R? se selecciona del grupo que consiste en H, Me, y Et;

R® se selecciona del grupo que consiste en H, OMe, Oet y NMe2;

R* se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Ph o p-metoxi—fenilo; y

m es un numero enterode 1 a 5,

(u otros fluoréforos de carga positiva) pueden incluir también un contraion de carga negativa, tal como CI". Los
inventores también divulgan compuestos de las férmulas (l11) a (VI).

FORMULA Il
o ® :
(CHz)n-Oli’OCHZCHgNMeg,_
. 0@
0

(CHz)n-OI%OCHZCHgsMee,
S .
en la que
RS se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Bry |;
R® se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, p—metoxi—fenilo,

p—(N,N—dimetilamino)—fenilo y

en la que R’ se selecciona del grupo que consiste en H, Me, OMe, y Me;N.
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FORMULA IV

e ,

(CHQ) OPOCHZCHENMegr

O@

en la que
n es un numero entero entre 7 y 23;
m es un numero entero entre 0 y 4;
X se selecciona del grupo que consiste en O, S, CMe, y C=CHy;

Y se selecciona del grupo que consiste en Me, Et, Pr, i-Pry

-0

o I @ -
;—(CHQ)H-on;>ocH2c;Hzr\1Me3
e
FORMULA V
N® = = N -
Y | (CHIm ,
en la que
m es un numero entero entre 0 y 4;
X se selecciona del grupo que consiste en O, S, CMe, y C=CHy;
Y se selecciona del grupo que consiste en Me, Et, Pry i—Pr;
R® se selecciona del grupo que consiste en
9 9
$~ (CHZh"OPOZ y §—(CH2)n-o§=02
' 0 ‘ Q
@ ®

en el que n es un numero entero entre 7y 23; y
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Z se selecciona del grupo que consiste en:

‘ : @ \ fMe
E—'CHZCHzNMe3, y §~<3N\®
, Me.

FORMULA VI

en la que
n es un numero entero entre 7 y 23

R? se selecciona del grupo constituido por Me, Ety

o
§'—(CH2)_,,—0F|>02

%

Z se selecciona del grupo que consiste en:

.E—CHZCHﬁMea. y E—CN

Los compuestos preferidos actualmente incluyen:

12

Me
@©

A

Me'.
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NM93 ‘

V- (CHz)15~OPOCH,CH,
B o)
F" F ©

]
'(CH2)13‘0|?OCH20H2

: 0
1l -
(CH2)13'OI?.OCH20H2NM93 :

%

Los compuestos particularmente preferidos son:

CLR1501:

13

j@

N M.e 3

®
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n.... @
'(CH2)15—OF|’OCH2C-H2NM93
%

y
CLR1502:

®
1l
(CH3)1a-OPOCH,CHyNMey

Debe entenderse que la presencia de contraiones (por ejemplo, CIO) es opcional y la invencion abarca compuestos
con y sin contraiones.

Los compuestos fluorescentes de acuerdo con la presente invencion generalmente exhiben fluorescencia a una
longitud de onda de aproximadamente 300 nm a aproximadamente 1000 nm. En una realizacién, la primera longitud
de onda es de aproximadamente 400 a aproximadamente 900. Asimismo, la segunda longitud de onda es de
aproximadamente 400 a aproximadamente 1100 nm.

Debe entenderse que la presente invencién abarca los compuestos en cualquier forma racémica, opticamente
activa, polimorfica o estereoisomérica, o0 mezclas de los mismos. En una realizacion, los compuestos de fosfolipidos
fluorescentes pueden incluir los isémeros (R) puros. En una realizacion, los compuestos de fosfolipidos
fluorescentes pueden incluir los isémeros (S) puros. En ofra realizacion, los compuestos de fosfolipidos
fluorescentes pueden incluir una mezcla de los isémeros (R) y (S). En ofra realizacion, los compuestos de
fosfolipidos fluorescentes pueden incluir una mezcla racémica que comprende ambos isomeros (R) y (S). En la
técnica se sabe bien como preparar formas 6pticamente activas (por ejemplo, mediante resolucién de la forma
racémica mediante técnicas de recristalizacion, mediante sintesis a partir de materiales de partida 6pticamente
activos, mediante sintesis quiral o mediante separacion cromatografica usando una fase estacionaria quiral).

Los compuestos de la invencion pueden existir en las formas no solvatada y solvatada, incluyendo las formas
hidratadas, por ejemplo hemihidrato. En general, las formas solvatadas con disolventes farmacéuticamente
aceptables tales como agua, etanol y similares son equivalentes a las formas no solvatadas para los fines de la
invencion.

Preferentemente, los compuestos de la invencién son ambifilicos.

Determinados compuestos de la invencién también forman sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo sales
de adicién de acido. Por ejemplo, los atomos de nitrdgeno pueden formar sales con acidos. Los ejemplos de acidos
adecuados para la formacion de sales son los acidos clorhidrico, sulfurico, fosférico, acético, citrico, oxalico,
malénico, salicilico, malico, fumarico, succinico, ascoérbico, maleico, metanosulfénico y otros acidos carboxilicos
minerales bien conocidos por los expertos en la técnica. Las sales se preparan poniendo en contacto la forma de
base libre con una cantidad suficiente del acido deseado para producir una sal de la manera convencional Las
formas de base libre se pueden regenerar tratando la sal con una solucién de base acuosa diluida adecuada, tal
como hidréxido de carbonato sédico acuoso diluido, amoniaco y bicarbonato sédico. Las formas de base libre
difieren de sus formas de sales respectivas algo en ciertas propiedades fisicas, tales como solubilidad en disolventes
polares, pero las sales de acido son equivalentes a sus formas de base libre respectivas para los fines de la
invencion. (Véase, por ejemplo, S. M. Berge, et al., "Pharmaceutical Salts," J. Pharm. Sci., 66: 1 — 19 (1977).

Entre las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente invencion se incluyen sales de
adicion de acido que pueden formarse mediante, por ejemplo, mezcla de una solucion del compuesto de acuerdo

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2549459 T3

con la invencién con una soluciéon de un acido farmacéuticamente aceptable, tal como acido clorhidrico, acido
sulfurico, acido metanosulfénico, acido fumarico, acido maleico, acido succinico, acido acético, acido benzoico, acido
oxalico, acido citrico, acido tartarico, acido carboénico o acido fosférico. Ademas, cuando los compuestos de la
invencion llevan un resto acido, sus sales farmacéuticamente aceptables adecuadas pueden incluir sales de metal
alcalino, por ejemplo sales de sodio o de potasio; sales de metal alcalinotérreo, por ejemplo sales de calcio o de
magnesio; y sales formadas con ligandos organicos adecuados, por ejemplo sales de amonio cuaternario.

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse en forma de sales farmacéuticamente aceptables
derivadas de acidos inorganicos u organicos. La expresion "sal farmacéuticamente aceptable™ significa las sales que
son, dentro del alcance del firme juicio médico, adecuadas para usar en contacto con los tejidos de seres humanos y
animales inferiores sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica y similares, y que son proporcionales a una
razonable proporcion de beneficios/riesgos. En la técnica se conocen bien sales farmacéuticamente aceptables. Por
ejemplo, M. Berge, et al. describen sales farmacéuticamente aceptables con detalle en J. Pharmaceutical Sciences,
1977, 66: 1 et seq. Las sales se pueden preparar in situ durante el aislamiento y purificacion finales de los
compuestos de la invencion o por separado haciendo reaccionar una funcién de base libre con un acido organico
adecuado. Las sales de adicion de acido representativas incluyen, entre otras, acetato, adipato, alginato, citrato,
aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, canforato, canforsulfonato, digluconato, glicerofosfato,
hemisulfato, heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-hidroxietanosulfonato
(isotionato), lactato, maleato, metanosulfonato, nicotinato, 2-naftalenosulfonato, oxalato, palmitoato, pectinato,
persulfato, 3-fenilproprionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, fosfato, glutamato,
bicarbonato, p-tosilato y undecanoato. Asimismo, los grupos basicos que contienen nitrégeno pueden cuaternizarse
con agentes tales como haluros de alquilo inferior, tales como cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y
butilo, sulfatos de dialquilo como sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y diamilo, haluros de cadena larga, tales como
cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo, haluros de arilquilo como bromuros de bencilo y
fenetilo, y otros. De este modo se obtienen productos dispersables solubles en agua o en aceite. Ejemplos de acidos
que se pueden emplear para formar sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables incluyen acidos
inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico y acido fosférico, acidos organicos tales
como acido oxalico, acido maleico, acido succinico y acido citrico.

Se pueden preparar in situ sales de adicion basicas durante el aislamiento y la purificacion finales de los compuestos
de la presente invencion haciendo reaccionar un resto que contiene acido carboxilico con una base adecuada tal
como el hidréxido, carbonato o bicarbonato de un catién metalico farmacéuticamente aceptable o con amoniaco, o
una amina organica primaria, secundaria o terciaria. Entre las sales de adicion de base farmacéuticamente
aceptables se incluyen cationes basados en metales alcalinos y metales alcalino-térreos, tales como sales de litio,
sodio, potasio, calcio, magnesio y aluminio y similares, y cationes de amonio cuaternario no téxico y de amina,
incluidos amonio, tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamonio, dimetilamonio, trimetilamonio, trietilamonio,
dietilamonio y etilamonio entre otros.

Otras aminas organicas representativas Utiles para la formacion de sales de adiciéon de bases incluyen etilendiamina,
etanolamina, dietanolamina, piperidina, piperazina y similares.

Cuando los compuestos de acuerdo con la invencion tienen al menos un centro asimétrico, pueden, en
consecuencia, existir como enantiomeros. Cuando los compuestos de acuerdo con la invenciéon poseen dos 0 mas
centros asimétricos, puede existir adicionalmente como diastereoisdmeros. Se debe entender que todos estos
isdbmeros y mezclas de los mismos en cualquier proporcién estan dentro del alcance de la presente invencion.

Las sales farmacéuticamente aceptables también se pueden preparar a partir de compuestos fendlicos mediante
tratamiento con bases inorganicas, por ejemplo hidréxido sodico. Asimismo, se pueden preparar ésteres de los
compuestos fendlicos con acidos alifaticos y aromaticos, por ejemplo ésteres de acido acético y acido benzoico.

Una “cantidad diagndsticamente eficaz" significa una cantidad de un compuesto que, cuando se administra a un
sujeto para la deteccion selectiva de tumores, es suficiente para proporcionar una distincion detectable entre una
estructura benigna y un tumor maligno. La "cantidad diagndsticamente eficaz" variara dependiendo del compuesto,
la afeccidon a detectar, la gravedad o la afeccion, la edad y la salud relativa del sujeto, la ruta y la forma de
administracion, el juicio del profesional médico o veterinario encargado de la atencion y otros factores.

Un compuesto de la presente invenciéon se administra a un sujeto en una cantidad diagndsticamente eficaz. Un
compuesto de la presente invencion se puede administrar solo o como parte de una composicién farmacéuticamente
aceptable. Ademas, un compuesto o composicion se pueden administrar de una vez, como, por ejemplo, mediante
una inyeccion de bolo, multiples veces, tales como mediante una serie de comprimidos, o se liberan de manera
sustancialmente uniforme durante un periodo de tiempo, como, por ejemplo, usando liberacion transdérmica.
También se observa que la dosis del compuesto puede variarse con el tiempo. Un compuesto de la presente
invencion puede administrarse usando una formulacién de liberacién inmediata, una formulacién de liberacion
controlada, o combinaciones de las mismos. El término "liberacién controlada" incluye liberacion sostenida,
liberacion retardada y combinaciones de las mismas. En realizaciones preferidas, un compuesto fosfolipido
fluorescente de la presente invencion se combina con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para producir una
preparacion farmacéutica para la administracion parenteral.
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El término "farmacéuticamente aceptable" significa aquello que es util para preparar una composicion farmacéutica
que es generalmente segura, no tdxica, y ni biolégicamente ni de otra manera indeseable, e incluye aquello que es
aceptable para uso farmacéutico veterinario asi como para humano. Las expresiones "sales farmacéuticamente
aceptables" o “profarmacos”, incluye las sales y profarmacos de los compuestos que son, dentro del alcance del
firme juicio médico, adecuados para usar en contacto con los tejidos sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica y similares, y que son proporcionales a una razonable proporcion de beneficios/riesgos, y eficaces para su
uso previsto, asi como las formas zwiteridnicas, cuando es posible de los compuestos.

Como se define en el presente documento, “poner en contacto” significa que el compuesto fosfolipido fluorescente
usando en la presente invencion se introduce en una muestra que contenga células o tejido dentro de un tubo de
ensayo, matraz, cultivo de tejido, circuito, matriz, placa, microplaca, capilar o similar, y se incuba a una temperatura
y durante un tiempo suficientes para permitir la unién del compuesto fosfolipido fluorescente a un receptos o su
intercalado en una membrana. Los expertos en la técnica conocen procedimientos para poner en contacto las
muestras con el compuesto fosfolipido fluorescente u otros componentes de unidn especifica y pueden
seleccionarse en funcién del tipo de protocolo de ensayo que vaya a emplear. Los procedimientos de incubacion
son también convencionales y bien conocidos para los expertos en la técnica.

En otra realizacion, la expresion “poner en contacto" significa que el compuesto fosfolipido fluorescente utilizado en
la presente invencion se introduce en un paciente que recibe tratamiento y se deja que el compuesto entre en
contacto in vivo. En una realizacion adicional, la expresion “poner en contacto” significa que el compuesto fosfolipido
fluorescente utilizado en la presente invencion se introduce en un paciente que requiere deteccion selectiva de
tumores y se deja que el compuesto entre en contacto in vivo.

La invencidon también se refieren general a composiciones que comprenden los compuestos de la presente
invencion.

El término "composicién”, tal como se usa en el presente documento, se pretende que comprenda un producto que
comprende los ingredientes especificados (y en las cantidades especificadas, si se indica), asi como cualquier
producto que resulte, de forma directa o indirecta, de la combinacion de los ingredientes especificados en las
cantidades especificadas.

Las composiciones de la presente invencion se puede preparar como una dosis individual unitaria o como una
pluralidad de dosis individuales unitarias. Como se usa en el presente documento, una "dosis unitaria" significa una
cantidad discreta de la composicion que comprende una cantidad predeterminada del ingrediente activo. La cantidad
del ingrediente activo es generalmente igual a la dosificacion del ingrediente activo que se administraria a un
paciente o una fraccién de la misma.

Como se usa en el presente documento, “composicion farmacéutica” significa cantidades terapéuticamente eficaces
del analogo de éter de fosfolipido especifico de tumores junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes,
emulsionantes y adyuvantes adecuados, en conjunto denominados “vehiculos farmacéuticamente aceptables”. Tal
como se utiliza en el presente documento, las expresiones "cantidad eficaz" y "cantidad diagnésticamente eficaz" se
refieren a la cantidad de agente activo suficiente para producir un efecto deseado sin efectos secundarios adversos
indebidos, tales como toxicidad, irritacion o respuesta alérgica. La "cantidad eficaz" especifica variara con factores
tales como la afeccion particular que se esté diagnosticando, el estado fisico del sujeto, la especie del sujeto, la
naturaleza de la terapia concurrente (si la hay), y las formulaciones especificas empleadas y la estructura de los
compuestos o sus derivados. Las cantidades efectivas éptimas las pueden determinar facilmente los expertos en la
técnica con experimentacion de rutina.

Las composiciones de la presente invencion pueden ser liquidas o liofilizadas o desecadas de otro modo, e incluyen
diluyentes de diverso contenido tampon (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y fuerza idnica, aditivos tales
como albumina o gelatina para prevenir la absorcion en superficies, detergentes (por ejemplo, Tween 20™, Tween
80™ Pluronic F68™, , sales de acidos biliares), agentes solubilizantes (por ejemplo, glicerol, polietilenglicerol),
antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico, metabilufito sédico), conservantes (por ejemplo, Thimerosal™, alcohol
bencilico, parabenes), sustancias espesantes o modificadores de la tonicidad (por ejemplo, lactosa, manitol), union
covalente a polimeros, tales como poelietilenglicol a la proteina, formacién de complejos con lones metalicos o
incorporacion del material en o sobre preparaciones particuladas de compuestos poliméricos, tales como acido
lactico, acido poliglicdlico, hidrogeles etc., o sobre liposomas, microemulsiones, micelas, vesiculas unilamelares o
multilamelares, fantasmas eritrocitarios o esferoplastos). Dichas composiciones pueden influir sobre el estado fisico,
la solubilidad, la estabilidad, la velocidad de la liberacion in vivo y la velocidad del aclaramiento in vivo. Las
composiciones de liberacion controlada o sostenida incluyen la formulacion en depésitos lipofilos (por ejemplo,
acidos grasos, ceras, aceites).

En una realizacion preferida, las composiciones de la presente invencion comprenden un compuesto de la invencion
presente, polisorbato, etanol y solucion salina.

También estan comprendidas en la invencion procedimientos de administrar composiciones particuladas recubiertas
con polimeros (por ejemplo, poloxameros o polixaminas). Otras realizaciones de las composiciones incorporan
formas particuladas de recubrimientos protectores, inhibidores de proteasa o potenciadores de la permeacién para
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varias vias de administracion, incluidas las vias tépica, parenteral, pulmonar, nasal y oral. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica se administra por via parenteral, paracanceral, transmucosa, transdérmica,
intramuscular, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intravaginal, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal o
intratumoral.

Ademas, como se usa en el presente documento, los “vehiculos farmacéuticamente aceptables” son bien conocidos
en la técnica e incluyen, entre otros, tampon fosfato 0,01-0,1 M, y, preferiblemente, 0,05 M, o bien solucién salina al
0,9 %. Adicionalmente, dichos vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones acuosas o no
acuosas, suspensiones y emulsiones. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Vehiculos acuosos
incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, todas incluyendo medios salinos y
tamponados.

Vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, cloruro sédico y dextrosa, Ringer
lactato y aceites fijos. Vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y de nutrientes y reponedores de
electrolitos, tales como los basados en dextrosa de Ringer y similares. También pueden estar presentes
conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases
inertes y similares.

Las composiciones de liberacion controlada o sostenida de acuerdo con la invencion incluyen la formulacion en
depdsitos lipofilos (por ejemplo, acidos grasos, ceras, aceites). La invencion también incluye composiciones
particuladas recubiertas con polimeros (por ejemplo, poloxameros o poloxaminas) y el compuesto acoplado a
anticuerpos dirigidos frente a receptores especificos de tejidos, ligandos o antigenos, o acoplados a ligandos de
receptores especificos de tejido. Otras realizaciones de las composiciones de acuerdo con la invencion incorporan
formas particuladas de recubrimientos protectores, inhibidores de proteasa o potenciadores de la permeacién para
varias vias de administracion, incluidas las vias parenteral, pulmonar, nasal y oral.

Se sabe que los compuestos modificados por el enlace covalente de polimeros hidrosolubles, tales como
polietilenglicol, copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona o poliprolina muestran una semivida en sangre considerablemente mayor tras su inyeccion por via
intravenosa que la que muestran los compuestos sin modificar correspondientes (Abuchowski y col., 1981; Newmark
y col., 1982; y Katre y col., 1987). Estas modificaciones también pueden incrementar la solubilidad del compuesto
en solucién acuosa, eliminar la agregacion, potenciar la estabilidad fisica y quimica del compuesto y reducir
considerablemente la inmunogenicidad y la reactividad del compuesto. Como resultado, es posible alcanzar la
actividad bioldgica in vivo deseada mediante la administracion de estos aductos formados por el compuesto y el
polimero en una menor frecuencia o a dosis mas bajas que con el compuesto sin modificar.

La preparacion farmacéutica puede comprender solamente el compuesto de fosfolipido fluorescente o bien incluir
también un vehiculo farmacéuticamente aceptable y puede estar en forma liquida o soélida, tales como comprimidos,
polvos, capsulas, pastillas, soluciones, suspensiones, elixires, emulsiones, geles, cremas o supositorios, incluidos
los supositorios rectales y los uretrales. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen gomas, almidones,
azucares, materiales celuldsicos y mezclas de los mismos. La preparacion farmacéutica que contiene el compuesto
fosfolipido fluorescente puede administrarse a un paciente mediante, por ejemplo, implantaciéon subcutanea de un
granulo. En una realizacion adicional, un granulo proporciona la liberacion controlada del andlogo del éter de
fosfolipido especifico de tumor durante un periodo de tiempo. La preparacién también puede administrarse por
inyeccion intravenosa, intraarterial o intramuscular de una preparacion liquida, mediante administracion oral de una
preparacion liquida o solida, o mediante aplicacion tépica. La administracion también puede llevarse a cabo
mediante un supositorio rectal o bien un supositorio uretral.

Las preparaciones farmacéuticas administrables mediante la invencién se pueden preparar mediante procedimientos
conocidos de disolucion, mezcla, granulacion o formacion de comprimidos. Para administracion oral, los analogos de
éter de fosfolipido especificos de tumor o sus derivados fisiolégicamente tolerados, tales como sales, ésteres, N-
oxidos y similares, se mezclan con los aditivos habituales para este propdsito, como vehiculos, estabilizantes o
diluyentes inertes, y se convierten mediante procedimientos habituales en una forma adecuada para su
administracion, como comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas de gelatina dura o blanda y soluciones
acuosas, alcohdlicas o soluciones oleosas. Ejemplos de vehiculos inertes adecuados son bases de comprimidos
convencionales, tales como lactosa, sacarosa o almidén de maiz, en combinacién con aglutinantes tale como goma
arabiga, almidon de maiz, gelatina, con agentes disgregantes, tales como almidén de maiz, almidén de patata, acido
alginico, o con un lubricante tal como acido estearico o estearato de magnesio.

Ejemplos de vehiculos o disolventes oleosos adecuados son aceites vegetales o animales, tales como aceite de
girasol o aceite de higado de pescado. Las preparaciones pueden realizarse tanto en forma de granulos secos como
himedos. Para la administracion parenteral (inyeccion subcutanea, intravenosa, intraarterial o intramuscular), los
analogos de éter de fosfolipido especificos de tumor o sus derivados fisiolégicamente tolerados, tales como sales,
ésteres, N-06xidos y similares, se convierten en una solucién, suspension o emulsion, si se desea con las sustancias
habituales adecuadas para este fin como, por ejemplo, solubilizantes u otras sustancias auxiliares. Ejemplos son:
liquidos estériles, tales como agua y aceites, con o sin la adicion de un tensioactivo u otros adyuvantes
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farmacéuticamente aceptables. Aceites ilustrativos son los de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, por
ejemplo aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite mineral. En general, son vehiculos liquidos preferidos para
soluciones inyectables agua, solucién salina, dextrosa acuosa y soluciones de azucar relacionadas, y glicoles, tales
como propilenglicol o polietilenglicol.

La preparacion de composiciones farmacéuticas que contengan un componente activo es bien conocida en la
técnica. Dichas composiciones se pueden preparar en forma de aerosoles administrados en la nasofaringe o bien
como inyectables en forma de soluciones o suspensiones liquidas; sin embargo, también se pueden preparar formas
soélidas adecuadas para disolver o suspender en un liquido antes de la inyeccién. La preparacion también se puede
emulsionar. Los ingredientes terapéuticos activos se mezclan a menudo con excipientes que son farmacéuticamente
aceptables y compatibles con el ingrediente activo. Son excipientes adecuados, por ejemplo, agua, solucién salina,
dextrosa, glicerol, etanol o similares, y combinaciones de los mismos.

Ademas, la composicion puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, agentes de tamponamiento del pH que potencian la eficacia del principio activo.

Procedimientos de uso

Los compuestos de la presente invenciéon se pueden usar en una variedad de procedimientos de diagnodstico y
terapéuticos.

En una realizacion, los compuestos pueden administrarse al paciente por las vias enteral o parenteral (es decir, por
via oral o via IV) para la determinacién endoscopica de la presencia de neoplasia maligna interna. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, diagndéstico endoscopico de neoplasia maligna en el colon, recto, intestino delgado,
esofago, estbmago, duodeno, Utero, pancreas y el conducto biliar comun, bronquios, eséfago, boca, seno, pulmon,
vejiga urinaria, rifidn, cavidad abdominal o cavidad toracica (pecho).

En una realizacion preferida, la invencion proporciona un compuesto para su uso en un procedimiento para distinguir
endoscopicamente un tejido benigno de un tejido maligno en una regién seleccionada mediante el uso de un
endoscopio que tiene al menos dos longitudes de onda en un paciente, comprendiendo dicho procedimiento las
etapas de: (a) administrar un compuesto marcado con fluorescencia al paciente; (b) utilizar una primera técnica para
producir una visualizacion de la anatomia de la region seleccionada utilizando la primera longitud de onda de un
endoscopio; (c) usar una segunda técnica para producir una visualizaciéon de la distribucion de la fluorescencia
producida por el compuesto marcado con fluorescencia; y (d) comparar la visualizacion de la anatomia de la region
seleccionada por la primera longitud de onda con la visualizacion de la distribucién de la fluorescencia por la
segunda longitud de onda producida por el compuesto marcado con fluorescencia distinguiendo de este modo un
tejido benigno de tejido maligno. En esta realizacion, preferiblemente, la region seleccionada es el tracto
gastrointestinal y el tracto respiratorio. Preferiblemente, un compuesto fosfolipido fluorescente se inyecta por via
intravenosa un par de horas antes de realizar examenes endoscopicos; mas preferiblemente de aproximadamente 1
hora a aproximadamente 4 horas.

En otra realizacion, los compuestos se pueden usar para ayudar en la seleccion de los tejidos de biopsia en las
neoplasias malignas internas enumeradas anteriormente.

En oftra realizacién mas, los compuestos se pueden administrar al paciente por las vias enteral o parenteral o por
medio de aplicacion topica para la determinacién visual y / o asistida con microscopio de la presencia de lesiones
malignas en la piel. Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, la diferenciacién entre lesiones benignas y
malignas en la piel.

En otra realizacion, los compuestos se pueden usar para ayudar en la seleccion de los tejidos de biopsia en las
neoplasias malignas en la piel enumeradas anteriormente.

En una realizacion, la invencion se refiere en general a un compuesto para su uso en un procedimiento de seleccion
de un tejido de biopsia en una regidon que se sospecha que tiene una neoplasia maligna, comprendiendo dicho
procedimiento (a) administrar a un paciente un compuesto de éter fosfolipido fluorescente; (b) utilizar una primera
técnica para producir una visualizacion de la anatomia de dicha regién sospechosa de tener dicha neoplasia maligna
utilizando la primera longitud de onda de un endoscopio; (c) utilizar una segunda técnica para producir una
visualizacion de la distribucion de la fluorescencia producida por el compuesto de éter fosfolipido fluorescente; y (d)
comparar la visualizacion de la anatomia de dicha regién sospechosa de tener dicha neoplasia maligna mediante la
primera longitud de onda con la visualizacion de la distribucion de la fluorescencia mediante la segunda longitud de
onda producida por el compuesto de éter fosfolipido fluorescente, de modo que se distingue un tejido benigno de un
tejido maligno y se permite elegir el tejido de la biopsia.

En ofra realizacion mas, los compuestos se pueden usar para ayudar en la determinacion de margenes de tejido
maligno durante la reseccion operativa o cirugia de Mohs de dicha lesion.

En otra realizacion, los compuestos se pueden administrar al paciente por las vias enteral o parenteral (es decir, por
via oral o IV) para la determinacién visual y/o asistida por microscopio de la presencia de tejido maligno en los
bordes de las neoplasias malignas conocidas durante la cirugia. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, la
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determinacion intraoperatoria de los bordes de una neoplasia maligna para ayudar a la biopsia completa y / 0 a la
reseccion quirdrgica de dicha neoplasia maligna. Estos procedimientos se pueden usar para cualquier neoplasia
maligna en cualquier tejido del cuerpo humano.

En otra realizacién mas, los compuestos se pueden usar para determinar la presencia de células madre malignas
residuales en una muestra patoldgica que se ha extirpado del cuerpo del paciente y / o para determinar la presencia
de células madre cancerosas residuales in situ en un paciente.

Por ejemplo, en una realizacién, la invencion proporciona un compuesto para uso en un procedimiento para
determinar la presencia de células madre malignas residuales en un paciente en tratamiento para el cancer,
comprendiendo dicho procedimiento (a) administrar a un paciente sometido a dicha terapia para el cancer, el
compuesto fosfolipido fluorescente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; (b) visualizar el tejido
que se determin6é que era maligno antes de dicha terapia del cancer; y (c) evaluar la acumulacion del compuesto
fosfolipido fluorescente en dicho tejido, en el que una acumulacion de dicho compuesto fosfolipido fluorescente en
dicho tejido indica una posible presencia de células madre malignas residuales.

En oftra realizacién mas, la invencién proporciona un compuesto para uso en un procedimiento para determinar la
presencia de células madre malignas residuales en un paciente sometido a terapia para el cancer, comprendiendo
dicho procedimiento (a) la escision de una muestra patolégica de un paciente sometido a dicha terapia para el
cancer; b) incubar dicha muestra patoldgica con el compuesto de fosfolipido fluorescente de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4; y (c) la visualizacion de la distribucion de dicho compuesto fosfolipido fluorescente en
dicha muestra patoldgica; en la que una acumulacion de dicho compuesto fosfolipido fluorescente en dicha muestra
indica una posible presencia de células madre malignas residuales.

En ofra realizacién mas, los compuestos proporcionados pueden usarse para el control de la respuesta a la terapia
tumoral. En una realizaciéon preferida, la invencién proporciona un compuesto para uso en un procedimiento de
control de la respuesta a una terapia tumoral, comprendiendo dicho procedimiento (a) administrar a un paciente
antes de dicha terapia tumoral el compuesto fosfolipido fluorescente de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4; (b) proporcionar dicha terapia tumoral; (c) proporcionar el compuesto fosfolipido fluorescente
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 después de la terapia tumoral; y (d) evaluar la diferencia en
la acumulacion del compuesto fosfolipido fluorescente de la etapa (a) y la etapa (c), en el que una mayor
acumulacién del compuesto fosfolipido en la etapa (a) en comparacioén con la menor acumulacién en la etapa (c)
indica una respuesta positiva a el tratamiento y / o una metodologia de tratamiento eficaz.

La invencion se describira adicionalmente en los ejemplos siguientes. Estos ejemplos se describen tunicamente con
fines ilustrativos y no deben considerarse para reducir o limitar el alcance de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1.
Sintesis de 18-[p—(4.4—difluoro—4-bora-3a,4a-diaza—s—indacen-8-il)-fenil]-octadecilfosfocolina (CLR1501).

La sintesis de CLR1501 se realiz6 usando la reaccion de acoplamiento cruzado de Liebeskind—Srogl (Liebeskind
LS, Srogl J. Org. Lett., 2002, 4, 979 — 981) de 18-[p—(dihidroxiboril)-fenil]-octadecil fosfocolina 2 con 8-tiometil—
BODIPY 1 de acuerdo con el procedimiento publicado (Pena—Cabrera E. et al. Org. Lett., 2007, 9, 3985 — 3988, J.
Org. Chem., 2009, 74, 2053 — 2058).

R ' 2 @ Pd,(dba)s, TFP, CuTC
F .

N 8 MeOH, 55 °C
, 2
1
F ' ﬂ @
J: (CH);40POCH,CH NIMeg
F N 0@
CLR1501

Pd;(dba)s = tris-(dibencilidenacetona)dipaladio (0)
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TFP = tri—(2—furil)fosfina=

CuTC = tiofeno—2—carboxilato de cobre (1) =

El 8—(Tiometil-4,4—difluoro—4—bora—3a,4a—diaza—s—indaceno 1 se sintetizé de acuerdo con el procedimiento de la
literatura (Goud T.V., Tutar A., Biellman J.F. Tetrahedron, 2006, 62, 5084 — 5091).

Un matraz de fondo redondo de 20 ml, equipado con una barra de agitacién se cargd con 18-[p—(dihidroxiboril)—
fenil]-octadecil fosfocolina 2 (194 mg, 0,35 mmol), 8—(tiometil-4,4—difluoro—4—bora—3a,4a—diaza—s—indaceno 1 (166
mg, 0,7 mmol), CuTC (133 mg, 0,7 mmol), Pdz(dba)s (13 mg, 0,014 mmol) y TFP (16 mg, 0,07 mmol). El matraz se
evacuo en alto vacio durante 15 minutos, se rellend con nitrégeno seco y al matraz se afiadié metanol desgasificado
(5 ml). La mezcla de reaccion se agité a 50 °C durante 1,5 horas, después se enfrié a la temperatura ambiente, se
diluyd con 3 - 4 ml de cloroformo y se cargo en la columna de gel de silice. La columna se eluyd con una mezcla de
cloroformo-metanol (9:1, 8:2, 5:5) y finalmente con cloroformo-metanol-agua (65: 25: 4). Las fracciones que
contenian el producto se combinaron, se evaporaron y el residuo de color rojo oscuro se secé en alto vacio.
Rendimiento de CLR1501: 169 mg (69 %).

Ejemplo 2.
Sintesis del compuesto CLR1502

%

. - o ‘
R N LA .
+ .(‘Ho)zﬂ(Cﬁz)w‘oﬁ’OCHzCHzNMea

- 1 @ .
{CHa}1s~OPOCH,CHaNMey

. P4-PEPPSEIPT
- K3CO3, MeOH

CLR1502

En el aire, 18-[p- (dihidroxiboril)-fenil] -octadecil fosfocolina (126 mg, 0,23 mmol), cloruro de IR-775 (1,77 mg, 0,34
mmol), carbonato de potasio en polvo (94 mg, 0,68 mmol) y Pd-PEPPSI-IPr (5 mg, 0,007 mmol) se pesaron en un
matraz de fondo redondo de 10 ml, y el matraz se mantuvo en alto vacio durante 30 minutos. El matraz se volvi6 a
llenar con nitrégeno y se afadié metanol desgasificado (7 ml). La mezcla de reaccién se agité durante 12 horas a
temperatura ambiente y se comprobé por TLC para su conclusion. El acido borénico de partida ain estaba presente.
Se afiadié mas Pd—PEPPSI-IPr (1 mg) y se continud la agitacion durante 10 horas adicionales hasta la finalizacion.
La mezcla de reaccion se cargé en la columna de gel de silice y se eluyé con mezclas de CHCI;—MeOH (9:1, 8:2,
5:5), 100 ml de cada vy, por ultimo, con CHCl3—MeOH-H,0 (65:25:4), 188 ml y CHCl3—MeOH-H,O (100:65:15), 540
ml. Rendimiento: 140 mg (44 %).
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También se puede hacer referencia a CLR1502 como conjugado de IR-775-CLR1501. IR-775 es un colorante
comercial fabricado por Sigma-Aldrich®.

Aungue los otros compuestos todavia no se han sintetizado, se contempla que se puedan sintetizar facilmente con
una expectativa razonable de éxito usando procedimientos conocidos y las siguientes ensefianzas de la presente
invencion:

Ejemplo 3 (sintesis profética)

Sintesis de fosfolipidos de alquilo modificados con BODIPY

1. 80OCl,
2,3,4-dimetil-
i pirrol
BzO(CHp)gC—CIl —

3 3. BF,E4,0,
DBU

Esquema de referencia 1

La sintesis de octadecilfosfocolina modificada con BODIPY sin un anillo fenilo fragmento entre el fragmento de
BODIPY y la cadena de alquilo se muestra en el Esquema 1. La sintesis puede realizarse de acuerdo con la
referencia de la literatura (C. Peters et al. J. Org. Chem., 2007, 72, 1842 — 1845). La sintesis se inicia a partir de un
cloruro de acido de cadena larga 3, que se convierte en el dipirrometeno mediante reaccion con 2,5-dimetilpirrol.
Este compuesto se utiliza para la introduccién del puente BF,, proporcionando el intermedio 4 BODIPY que se
convierte en la fosfocolina 5.

exceso de 1. oxidacion
pirrol
QHC I — j
écido . ° 2 BF3'OEt2
6 B EtsN
. v_ ' 9 / 1 égﬁglga;;iﬁ;éﬂ cruzado de
+ "’:—,—(CHZ)WOTO—CN\@ ,
. - O@ - . - .
9 » © 2. Hy, POIC

Esquema 2

La sintesis del analogo similar a perifosina 10 se muestra en el Esquema 2. La condensacion de 4-
yodobenzaldehido 6 con pirrol en presencia de una cantidad catalitica de acido, seguido de la oxidacion de 7 y la
quelacion con BF3; da 8—(p—yodofenil)-BODIFY intermedio 8 (Loudet A., Burgess K. Chem. Rev., 2007, 107, 4891 —
4932). En la reaccion de Sonogashira, este intermedio se somete a reaccion cruzada con el fosfolipido acetilénico 9
portador del grupo de cabeza perifosina. La hidrogenacion posterior del triple enlace proporciona fosfolipido
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fluorescente 10.

‘1 Accplamientc cruzado de

, 9 . ° ’ Sonogashira
+  =—(CHzg0ROCH,CHNMe;
Op _ 2. Hy, PdIC
1 @
(CH2)1g0POCH;CHaNMey
09

Esquema de referencia 3

La sintesis de alquilfosfocolina fluorescente con BODIPY 13 no sustituido sistémicamente se muestra en el Esquema
3. El ndcleo de BODIPY 11 se puede sintetizar de acuerdo con el procedimiento publicado (Li Z., Bittman R. J. Org.
Chem., 2007, 72, 8376 — 8382). El resto de la sintesis es similar al que se muestra en el Esquema 2.

1.CSCly _
: m 2. Mel : 0 °
' SMe + M
N 3BF0RYy ¢ (HO)ZBO—(CHz)waOCHzCHz Me;
‘ 2]
14 EtsN 15 )
Pdy{dba)z, TFP, CuTC 0 e
' " (CHy)1s0POCH,CH,NMe,
MeOH, 55 °C 6@

16

Esquema de referencia 4

El esquema 4 proporciona un ejemplo de la sintesis de fosfolipidos de alquilo BODIPY fusionados con heteroarilo
16. Los colorantes BODIPY fusionados con heteroarilo se han descrito en la literatura (Umezawa K, Matsui A,
Nakamura Y, Citterio D, Suzuki K. Chem. Eur. J., 2009, 15, 1096 — 1106; Umezawa K, Nakamura H, Makino H,
Citterio D, Suzuki K. J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 1550 — 1551), y exhiben coeficientes de extincion altos y
rendimientos cuanticos altos en las regiones de rojo lejano e IR cercano del espectro. La sintesis de BODIPY
intermedio 15 se basa en los procedimientos proporcionados en la literatura (Umezawa K, Matsui A, Nakamura Y,
Citterio D, Suzuki K. Chem. Eur. J., 2009, 15, 1096 — 1106; Goud T.V., Tutar A., Biellman J.F. Tetrahedron, 2006, 62,
5084 — 5091). La sintesis de la alquilfosfocolina fluorescente 16 se realiza usando la reacciéon de acoplamiento
cruzado de Liebeskind—Srogl (Liebeskind LS, Srogl J. Org. Lett., 2002, 4, 979 — 981) de 18-[p—(dihidroxiboril)-fenil]—
octadecil fosfocolina 2 con 8-tiometil-BODIPY 15 de acuerdo con el procedimiento publicado (Pena—Cabrera E. et
al. Org. Lett., 2007, 9, 3985 — 3988, J. Org. Chem., 2009, 74, 2053 — 2058).
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. 1,

-+ :.___(CHz)mO'?OQHzCHQNMe:; .
o 2. Hy, PAIC

12 . .
a ®

(CH2)1B_O?OCH2CH2NM63'
% |
18

Esquema de referencia 5

La sintesis del alquilfosfolipido fluorescente portador del croméforo BODIPY restringido se muestra en el Esquema
5. Se demostré que el colorante BODIPY restringido que se incorpora a 18 tenia una emision de fluorescencia
desplazada al rojo, mas aguda y mas intensa que el colorante original BF, (Kim H; Burghart A, Welch MB,
Reibenspies J, Burgers K. Chem. Commun, 1999, 1889 — 1890; Loudet A., Burgess K. Chem. Rev., 2007, 107, 4891
— 4932). La sintesis de BODIPY 17 restringido se muestra en la literatura ((Kim H, Burghart A, Welch MB,
Reibenspies J, Burgess K. Chem. Commun, 1999, 1889 — 1890). El compuesto BODIPY 17 sufre reaccion de
acoplamiento cruzado con alquilfosfocolina acetilénica 12 en condiciones de reaccion de Sonogashira y el triple
enlace se hidrogena para producir el fosfolipido fluorescente 18.

Sintesis de alquilfosfolipidos modificados con colorante de cianina

En esta seccion se describe la sintesis profética de analogos de éter de fosfolipido conjugados con colorantes de
cianina. Las cianinas son fuentes populares de fluoréforos longitud de onda larga con las bandas de excitacion en el
intervalo de 600 - 900 nm (Goncalves MS. Chem, Rev., 2009, 109, 190 — 212; Ballou B, Ernst LA, Waggoner AS.
Curr. Med. Chem., 2005, 12, 795 — 805; Frangioni JV. Curr. Opin. Chem. Biol., 2003, 7, 626 — 634; Mishra A. et al.
Chem. Rev., 2000, 100, 1973 — 2011). Ejemplos de analogos de éter de fosfolipidos conjugados con colorantes de
cianina incluyen estructuras rigidas (3) y no rigidas (XX) de polimetina.
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X . ) o} )
. @
1l
+ (HO)ZB((:Hz).g»OFI’OCHZCHQNMe3
o, .
- 2 ®

0 .
1l
(CHz)m‘OﬁOCHzCHzNMes

- catalizador de Pd

MeO‘H

Esquema 6

El esquema 6 muestra la sintesis de alquilfosfolipidos fluorescentes a base de cianina rigida 20. En la literatura se
5 hace referencia a la sintesis del compuesto 19 (Goncalves MS. Chem. Rev., 2009, 109, 190 — 212). El acoplamiento
cruzado catalizado con paladio de 19 con 18-[p—(dihidroxiboril)-fenil]-octadecil fosfocolina 2 proporciona el

fosfolipido fluorescente 20.

HO(CHohe 21 (CHz)150H

o .
l 22 1l @
MesNCH2CH20ﬁ’0‘(CH2)13 7 (CH2)13'0FI’OCH2CH2NM33
' Oe ’ Oe

10 Esquema de referencia 7

La sintesis del fosfolipido fluorescente conjugado con colorante de cianina no rigido se muestra en el Esquema 7. El
compuesto 21 portador de dos alcoholes de cadena larga se convierte en el analogo de bis—fosfocolina 22. EI 22
compuesto es un derivado bisalquilfosfocolina de verde indocianina (ICG, también conocido como IR-125) que es el

15 Unico fluorocromo de cianina aprobado por la FDA.

24



10

15

20

25

30

35

ES 2549459 T3

- @D
1)
24 (CHz}i5~OPOCH,CHaNMes

%

Esquema de referencia 8

Otro ejemplo mostrado en el Esquema 8 incluye el derivado monoalquilfosfocolina de verde de indocianina 24.
Ejemplo 4
Estudios in nitro con CLR1501

Condiciones experimentales

Para estudiar la distribucion de CLR1501 en células de piel con cancer frente a células de piel normal, CLR1501 se
introdujo en las células de melanoma de piel (A375) y normales de la piel (704sk), adquiridas de la ATCC. Ambas
células se mantuvieron a 37 °C en medio DMEM suplementado con 10 % de FBS y 5 % de CO,. Antes de la
formacion de imagenes, las células se retiraron de los matraces con 0,25 % de tripsina y se dejaron crecer durante
la noche en los portaobjetos (ibidi, micro-portaobjetos VI planas, n° de Catalogo: 80626). Al dia siguiente, se
reemplazé el medio con cuidado con solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) y las células se incubaron con 7,5
MM de CLR1501 en medio DMEM durante 24 horas. CRL1501 se formulé con 0,4% de polisorbato 20, 2 % de etanol
y solucion salina. Después de lavar a fondo con PBS, se obtuvieron imagenes de las células utilizando Bio—Rad
Radiance 2100 MP Rainbow con un tiempo de exposicién de 1 segundo.

Resultados

Como las FIG. 1a 'y 1b demuestran, en las células 704sk, el CLR 1501 parecia transportado a los lisosomas donde
fue degradado (FIG 1b). Las células A375 mostraron internalizacion de CLR1501 en numerosas vesiculas
fluorescentes que se encuentran dispersas por todo el citoplasma (FIG 1a).

Las FIG. 2a y 2b demuestran perfiles de captacion de tiempo precoces de CLR1501 en las células A375 de media
hora (Fig. 2a) y una hora (Fig. 2b) después de la incubacion. Como demuestra la Fig. 2%, después de media hora, las
sefiales son finas y limitada en la membrana plasmatica. Hay algunas vesiculas endociticas formadas cerca de la
membrana plasmatica. Como demuestra la Fig. 2b, en el plazo de una hora, las sefiales no se concentran
exclusivamente en la membrana plasmatica: también se observan estructuras intracelulares. También hay una sefial
mas gruesa asociada con la membrana plasmatica.

Se realizaron experimentos similares en otras varias lineas celulares cancerosas: adenocarcinoma colorrectal,
carcinoma uterino, carcinoma de pancreas, adenocarcinoma de ovarios, glioblastoma, carcinoma de células claras, y
el adenocarcinoma de prostata. Por razones de comparacion, las células de fibroblastos normales se incubaron con
CLR1501.

Brevemente, las células se cultivaron durante la noche en micro portaobjetos VI (Ibidi, Verona, WI). Al dia siguiente,
las células se incubaron con 5 uM de CLR1501 durante 24 horas a 37 °C. Las células se lavaron con PBS antes de
que se tomaran las imagenes. Las imagenes se obtuvieron utilizando microscopio confocal Nikon A1R. La duracion
de la exposicién y la intensidad del laser fueron similares entre las muestras. CLR1501 se obtuvo utilizando filtros
Alexa Fluor 488 (longitud de onda, 488 nm de excitacion - 520 nm).

La Tabla 1 ilustra la intensidad de la sefal emitida por CLR1501 en lineas celulares cancerosas en comparacion con
25
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las células normales.

TABLA1
Intensidad gris Intensidad relativa con respecto a
promedio las células normales
NFA (células normales) 14,99 1

Caki-2 151,56 10,11
Ovcar-3 92,86 6,2
Panc-1 143,65 9,58

PC3 180,04 12,01

Como la Tabla 1 demuestra, las células tumorales captaron CLR1501 6 12 veces mas que las células de fibroblastos
normales.

La FIG. 2c muestra los resultados para la linea celular de adenocarcinoma colorrectal (HCT-116);
La FIG. 2d muestra los resultados de la linea celular de sarcoma uterino (MES SA / DX-5);

La FIG. 2e demuestra los resultados de la linea celular de carcinoma de pancreas (Mia Paca-2);

La FIG. 2f demuestra los resultados de la linea celular de carcinoma de pancreas (Panc-1);

La FIG. 2g muestra los resultados para la linea celular de adenocarcinoma de ovarios (Ovcar-3);
La FIG. 2h muestra los resultados para la linea celular de adenocarcinoma de ovarios (Ovcar-3);
La FIG. 2i demuestra los resultados de la linea celular de glioblastoma (U-87MG);

La FIG. 2j demuestra los resultados de la linea celular de fibroblastos normales (NFA);

La FIG. 2k demuestra los resultados de la linea celular de carcinoma de células claras (Caki-2); y
La FIG. 2l muestra los resultados para la linea celular de adenocarcinoma de préstata (PC3).

Las Figuras 2c-2i y 2k-2I demuestran una captacion significativa de CLR1501 en todas estas lineas celulares. Se
sabe que el analogo de alquilfosfocolina radioyodado relacionado estructuralmente NM404 (18-p-(yodofenil)-
octadecilfosfocolina) sufre una retencion prolongada (> 80 dias en modelos de ratén) y selectiva en una amplia
variedad (37 de 37) de xenoinjerto y modelos de tumor primarios y metastasicos de seres humanos y roedores.
Estos experimentos demuestran que CLR1501, un analogo fluorescente de NM404, muestra una captacion selectiva
y retencion similares en lineas celulares tumorales in vitro.

La FIG. 3 demuestra los resultados de una incubacion de células de glioblastoma (U87MG) con CLR1501 durante 48
horas en medio de Eagle MEM a 37 C con 10% de FBS y 5 % de CO,. Se utilizaron los siguientes colorantes co-
tefidos: (Hoechst 33342 (1 ug/ml) (nucleo; color azul), Mitotracker (25nM) (mitocondrias, color rojo) y Blue—White
DPX (100 nM) (Reticulo endoplasmico (RE), color azul) se diluyeron en PBS y se afiadieron a las células durante 15
minutos. Las células se lavaron con PBS y se obtuvieron imagenes con Bio-Rad Resplandor 2100 MP Rainbow.

El experimento demostré que CLR1501 se acumulaba principalmente en el citoplasma de las células. El nucleo
aparecié azul, mientras que las sefales rojas mostraron la distribucion de las mitocondrias (los colores no se
reproducen en las fotografias presentadas con la solicitud PCT). CLR1501 se colocalizé con las mitocondrias y el
RE. Las sefiales de cian (manchas de forma ovalada oscuras en la FIG. 3) distribuidas sobre todo fuera del nicleo
cerca de la membrana nuclear.

La FIG. 4 demuestra los resultados del co-cultivo de células NFA y células PC3, incubandolas con CLR1501 y con
co-tincién con tincion del ndcleo y marcador en mitocondrias. En pocas palabras, las lineas celulares NFA y PC3 se
cocultivaron durante la noche en micro portaobjetos VI (ibidi, Verona, WI). Al dia siguiente, las células se incubaron
con 5 yM de CLR1501 durante 24 horas a 37 °C en medio completo. Al dia siguiente, después de lavar con PBS, las
células se cotifieron con tincion del nicleo (Hoechst 33342) y marcador de mitocondrias (Mitotracker), (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Las células se observaron utilizando microscopio confocal Nikon A1R. CLR1501 se excité y detectd
usando filtro Alexa-Fluor 488, mientras que la tincion del nucleo y la tincién de las mitocondrias se excitaron y se
detectaron usando el filtro DAPI y el filtro rojo Texas, respectivamente. CLR1501 no se localizé junto con nucleo en
ambas lineas celulares normales y tumorales. Sin embargo, CLR1501 se colocalizé con las mitocondrias en la linea
celular PC3, pero no con NFA.

La FIG. 5 demuestra los resultados del cocultivo de células NFA y células Caki—2, incubandolas con CLR1501 y con
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co-tincién con tincion del ndcleo y marcador en lisosomas. En pocas palabras, las lineas celulares NFA y Caki-2 se
cocultivaron durante la noche en micro portaobjetos VI (ibidi, Verona, WI). Al dia siguiente, las células se incubaron
con 5 yM de CLR501 durante 24 horas a 37 °C en medio completo. Al dia siguiente, después de lavar con PBS, las
células se cotifieron con tincion del nucleo (Hoechst 33342) y marcador de lisosomas (Lyso-tracker), (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Las células se observaron utilizando microscopio confocal Nikon A1R. CLR1501 se excité y detecto
usando filiro Alexa-Fluor 466, mientras que la tinciéon del nucleo y la tincion de los lisosomas se excitaron y se
detectaron usando el filtro DAPI y el filtro rojo Texas, respectivamente. CLR1501 no se localiz6 junto con nucleo en
ambas lineas celulares normales y tumorales. Sin embargo, CLR1501 se colocalizd con los lisosomas en la linea
celular Caki—2, pero minimamente con NFA.

Los experimentos in vitro han demostrado también que CLR1501 no penetra en el interior del nucleo.

Ejemplo 5

Estudios in vivo con CLR 1501 y CLR1502

Los inventores llevaron a cabo estudios in vivo de distribucion CLR1501 y CLR1502 en ratones desnudos atimicos.

A los ratones desnudos atimicos (Hsd: Athymic Nude—Fox1™), inoculados con Panc—1 (carcinoma pancreatico), se
les inyect6 150 pl de 6 mg / ml de CLR1501 formulado en 0,4 % de polisorbato 20, etanol al 2 % y solucién salina 24
horas y 96 horas antes de la obtencién de imagenes. Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron utilizando un
Kodak In—Vivo Multispectral System FX. El sistema proporciona la sintonizacion multiespectral de luz de excitacion
que es capaz de separar las sefales del colorante y de la autofluorescencia del cuerpo. Se anestesi6 a los ratones
mediante inhalacion de isoflurano. Los colorantes se excitaron a 570 nm.

La FIG. 6 representa los resultados de este experimento. Las sefiales verdes muestran la distribucion de CLR1501
en tumores (marcado con flechas blancas). La imagen de la izquierda muestra que se inyecté al ratéon 24 horas
antes de la obtencién de la imagen y la imagen de la derecha muestra al ratén al que se inyectd 96 horas antes de la
obtencion de la imagen. Las flechas negras muestran el area de piel sin piel donde la acumulacion de CLR1501 se
puede ver en contraste.

La sefal se encontré sobre todo en los tumores. Sin embargo, las sefiales también se encontraron en algunos
tejidos no cancerosos, en especial, de la piel. No obstante, en el raton inyectado 96 horas antes de la obtencion de
la imagen, la acumulacién de CLR1501 en el tumor es mas pronunciada, mientras que la retencion del colorante en
otros tejidos se reduce enormemente.

A algunos ratones se administraron oralmente 150 yl de CLR1501 a 6 mg / ml, se mezclaron con 100 pl de emulsion
de aceite en fase acuosa (aceite de canola / solucion salina) 24 y 96 horas, antes de la obtenciéon de la imagen. La
FIG. 7 demuestra las imagenes de los tumores extirpados:

A: Tumor de ratdn que ha recibido la inyeccion IV de CLR1501 24 horas antes de la obtencion de la imagen;
B: Tumor de raton que ha recibido la inyeccion IV de CLR1501 96 horas antes de la obtencion de la imagen;
C: Tumor de raton que ha recibido la inyeccion IV de CLR1501 24 horas antes de la obtencion de la imagen; y
D: Tumor de ratén que ha recibido la inyeccion IV de CLR1501 96 horas antes de la obtencion de la imagen.

La FIG. 8 representa la co-localizacion en el tumor de CLR1502 en ratén portador del tumor HCT-116. El raton
desnudo atimico (Crl, NU-Foxn1™) se adquirié de Charles River (Charles River, Portage, Ml). Al ratén se inocularon
2x10° células HCT—116 (carcinoma colorrectal humano). Después de 8 semanas, se inyectd al raton 1 mg de
CLR1502 en solucion 0,15 m. CLR1502 se excité a 780 y se emitié6 a 800 nm. La intensidad se control6 hasta 48
horas utilizando un sistema de imagenes in vivo (Li—Cor Bioscience, Lincoln, NE). Al final de 48 horas, se recogieron
los 6rganos del ratén y se obtuvieron imagenes.

Con el tiempo, el CLR1502 acumulado en el sitio del tumor, pero se elimin6 del resto de los érganos normales, lo
que muestra que CLR1502 es un agente de obtencién de imagenes especifico del tumor. Se recogieron los
siguientes drganos: corazon, tumor, bazo, pulmon; tracto Gl (sin lavar); piel; rifiones e higado.

La FIG. 9 representa la co-localizacién en el tumor de CLR1502 en ratén sin piel portador del tumor HCT-1. El ratéon
desnudo atimico (Crl, NU-Foxn1™) se adquirié de Charles River (Charles River, Portage, Ml). Al ratén se inocularon
1 x 10° células Panc-1 (carcinoma de pancreas humano). Después de 8 semanas, se inyectd al raton 1 mg de
CLR1501 en 0,15 ml de solucion. CLR1501 se excitd a 480 y se emitié a 520 nm. La intensidad se control6 a las 24
y 96 horas usando el sistema de obtencién de imagenes in vivo Kodak (Carestream Health, Woodbridge, CT).

Con el tiempo, el CLR1501 se acumulé en el sitio del tumor, mientras que se eliminé del resto de los 6rganos
normales. Las pieles que rodean los tumores se eliminaron los tumores para proporcionar la sefal de contraste con
CLR1501. En este modelo animal, la piel produce sefial de autofluorescencia que se solapa con las longitudes de
onda de excitacion y emisién de CLR1501.
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La FIG. 10 representa la co-localizacién en el tumor de CLR1501 en ratones desnudos atimicos. El ratén desnudo
atimico (Crl, NU-Foxn1™) se adquirié de Charles River (Charles River, Portage, MI). Al ratén se inoculé con 1 x 10°
células Panc-1 (carcinoma pancreatico humano) que se incubaron con CLR1501 o Kodak X-Sight 761 o ambos
CLR1501 y Kodak X-Sight 761 durante 4 horas. Las células se recogieron y se inocularon en diferentes lugares. Las
sefiales procedentes de cada colorante se obtuvieron utilizando el sistema de obtencion de imagenes Kodak in vivo
(Carestream Health, Woodbridge, CT). CLR1501 se excitd a 480 y se emiti6 a 520 nm, mientras que el Kodak X—
Sight se excitdé a 750 y se emitié a 830 nm.

Este experimento mostré que CLR1501 se recoge y retiene in vitro en células de cancer y continda siendo retenido
en estas células después de la inyeccién subcutanea in vivo.

28



10

15

ES 2549459 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de éster de fosfolipido fluorescente de acuerdo con la férmula I:

v
It
.2 (CH2)=OPOX
7 [e)
Y . - ©
o la férmula Il:
O

1]
Z—(CHz)n‘~Ol'=OX
‘ o
e [}
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; en la que
n es un numero entero entre 7 y 23;

Y es H, Me o Et;

Z es un fluorodforo seleccionado del grupo que consiste en:
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en la que
R se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Bry I.
Q se selecciona del grupo que consiste en N, CH, C-Me, C-Et, C—CF3, C-Ph;

R' se selecciona del grupo que consiste en

, R3—©—(CH=CH)m—§_

L se selecciona del grupo que consiste en O, S, NH y NMe;

R? se selecciona del grupo que consiste en H, Me, y Et;

R® se selecciona del grupo que consiste en H, OMe, Oet y NMey;

R* se selecciona del grupo que consiste en H, Me, Et, Ph o p-metoxi—fenilo; y
m es un numero enterode 1a 5;y

X se selecciona del grupo que consiste en
e e\ Me
E’-CH—Z’CHZNM% ngHzQHZCHzNME3. Iand; I}]‘@
' Me

un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de férmula:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o

un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de férmula:
30



5

10

15

20

25

ES 2549459 T3

=T TN CHy)+a-OLOCH,CHINM
—~ ) e
N N\BIN\ (CHa)1a 6 20H2 3.
F’ \F 6

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el compuesto es de
férmula:

(CH'j}gg‘OfTOCH2CH2NME3

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el compuesto es de
férmula:

Ii @
(CHz)m"‘oﬁ’ocHchzNMea -
0@ ‘ . .

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el compuesto es de
férmula:

=™\ - 1 ®
\N. N (Cﬂz)ta'fogocﬂchzNMes
. ~B.
F7F Ch

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Una composiciéon que comprende el compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en
un procedimiento de diagndstico mediante endoscopia de una neoplasia maligna, comprendiendo dicho
procedimiento:

(a) administrar a un paciente el compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las
31
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reivindicaciones 1 a 4;

(b) usar una primera técnica para producir una visualizacion de la anatomia de la region seleccionada utilizando
la primera longitud de onda de un endoscopio;

(c) usar una segunda técnica para producir una visualizacion de la distribucion de la fluorescencia producida por
el compuesto de éter de fosfolipido fluorescente; y

(d) comparar la visualizacion de la anatomia de la regiéon seleccionada por la primera longitud de onda con la
visualizacion de la distribucion de la fluorescencia por la segunda longitud de onda producida por el compuesto
de éter de fosfolipido fluorescente distinguiendo de este modo un tejido benigno del tejido maligno.

7. Un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en
un procedimiento de seleccidon de un tejido de biopsia en una regién que se sospecha que tiene una neoplasia
maligna, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) administrar a un paciente un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4;

(b) usar una primera técnica para producir una visualizacion de la anatomia de dicha region sospechosa de tener
dicha neoplasia maligna utilizando la primera longitud de onda de un endoscopio;

(c) usar una segunda técnica para producir una visualizacion de la distribucién de la fluorescencia producida por
el compuesto de éter de fosfolipido fluorescente; y

(d) comparar la visualizacion de la anatomia de dicha region sospechosa de tener dicha neoplasia maligna por la
primera longitud de onda con la visualizacion de la distribucion de la fluorescencia por la segunda longitud de
onda producida por el compuesto de éter de fosfolipido fluorescente distinguiendo de este modo un tejido
benigno del tejido maligno y permitiendo elegir el tejido de biopsia.

8. Un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso de
acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que dicha neoplasia maligna se determina en un 6rgano
corporal seleccionado del grupo que consiste en colon, recto, intestino delgado, eséfago, estémago, duodeno, utero,
pancreas y el conducto biliar comun, bronquios, eso6fago, boca, senos, pulmoén, vejiga urinaria, rifién, cavidad
abdominal y cavidad toracica.

9. Un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en
un procedimiento para diagnosticar una neoplasia maligna de la piel, comprendiendo dicho procedimiento (a)
administrar a un paciente el compuesto fosfolipido fluorescente de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4; (b) la visualizar la anatomia de la piel; y (c) distinguir un tejido benigno de un tejido maligno,
en el que el tejido maligno muestra significativamente mas fluorescencia causada por el compuesto de fosfolipido
fluorescente.

10. Un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en
un procedimiento para determinar margenes de tejido maligno durante una reseccion quirirgica de dicho tejido
maligno, comprendiendo dicho procedimiento (a) administrar a un paciente sometido a dicha reseccién quirurgica el
compuesto fosfolipido fluorescente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; (b) visualizar el
tejido maligno; (c) determinar los margenes de dicho tejido maligno, en el que el tejido maligno muestra
significativamente mas fluorescencia causada por el compuesto de fosfolipido fluorescente, y en el que los
margenes de la regién mas altamente fluorescente corresponden a los margenes de dicho tejido maligno.

11. Un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en
un procedimiento para determinar la presencia de células madre malignas residuales en un paciente sometido, a
terapia para el cancer, comprendiendo dicho procedimiento (a) administrar a un paciente sometido a dicha terapia
para el cancer el compuesto de fosfolipido fluorescente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;
(b) visualizar el tejido que se determind que era maligno antes de dicha terapia para el cancer; y (c) evaluar la
acumulacion del compuesto de fosfolipido fluorescente en dicho tejido, en el que una acumulacién de dicho
compuesto fosfolipido fluorescente en dicho tejido indica una posible presencia de células madre malignas
residuales.

12. Un compuesto de éter fosfolipido fluorescente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en un
procedimiento para determinar la presencia de células madre malignas residuales en un paciente sometido a terapia
para el cancer, comprendiendo dicho procedimiento (a) la escision de una muestra patolégica de un paciente
sometido a dicha terapia para el cancer; b) incubar dicha muestra patolégica con el compuesto de fosfolipido
fluorescente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; y (c) visualizar la distribucion de dicho
compuesto fosfolipido fluorescente en dicha muestra patoldgica; en la que una acumulacion de dicho compuesto
fosfolipido fluorescente en dicha muestra indica una posible presencia de células madre malignas residuales.

13. Un compuesto de éter fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en un
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procedimiento de vigilancia de la respuesta a una terapia tumoral, comprendiendo dicho procedimiento (a)
administrar a un paciente antes de dicha terapia tumoral el compuesto fosfolipido fluorescente de acuerdo con una
cualquiera de las las reivindicaciones 1 a 4; (b) proporcionar dicha terapia tumoral; (c) proporcionar el compuesto
fosfolipido fluorescente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 después de la terapia tumoral; y (d)
evaluar la diferencia en la acumulacion del compuesto fosfolipido fluorescente de la etapa (a) y la etapa (c), en el
que una mayor acumulacion del compuesto de fosfolipidos en la etapa (a) en comparacién con una menor
acumulacion en la etapa (c) indica una respuesta positiva al tratamiento y / o una metodologia de tratamiento eficaz.

14. Uso de un compuesto de éter de fosfolipido fluorescente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la
fabricacion de un medicamento para su uso en un procedimiento como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 13.
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FIG. 2a | FIG. 2b
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FIG. 2e
Mia Paca-2 (carcinoma de pancreas)
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FIG. 6

Ratones atimicos con carcinoma de pancreas
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FI1G. 9
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FIG. 10

Raton portador de tumor Panc-1
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