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DESCRIPCION
Sonda molecular fluorescente de tipo polimero
Campo técnico
La presente solicitud se registra reivindicando la prioridad de la Solicitud de Patente Japonesa No. 2011-193237.

La presente invencion se refiere a sondas moleculares fluorescentes para implementar la deteccién fluorescente
(visualizacion) de tumores o, ademas de la deteccion fluorescente, tratamiento fotodinamico, por ejemplo, utilizando
endoscopio o laparoscopio fluorescente.

Antecedentes de la técnica

El cancer (tumor) es la enfermedad nimero uno como causa de muerte en Japén. Con la excepcion de los canceres
de Utero y gastrico en los primeros estadios, en los que, a través de operacién quirdrgica, hay bastantes casos de
éxito. Aunque se conocen resultados relativamente buenos en los casos de leucemia linfocitica mediante el uso de
quimioterapia, en muchos otros tipos de cancer, como por ejemplo, cancer de higado metastasico, canceres de
pulmén, de mama, de pancreas, de eséfago, de vejiga/colangio carcinoma, rifién, prostata, ovario, cerebro, asi como
canceres metastasicos como carcinoma pleural y abdominal, se ha conseguido avanzar muy poco en los ultimos 30
afos. (Documento diferente a patente 1: Fortune (2004), publicacion marzo).

La deteccion temprana en el Estadio 1 seguida de una cirugia curativa podria suponer un mejor resultado
terapéutico como el observado en cancer gastrico, con la excepcion del cancer de higado, cuya etiologia es una
infeccion crénica de virus de la hepatitis.

Dadas las circunstancias, los autores de la presente invencion han llevado a cabo una investigacion en relacion con
un método de entrega de farmacos macromoleculares (o poliméricos) de forma selectiva a los tumores y han
descubierto un nuevo concepto de efecto-EPR (efecto de permeabilidad y retencion aumentada) y lo han notificado
(Documento diferente a patente 2: Cancer Research, 1986 (12) 46, 6787-6392). Asimismo, los autores de invencion
han desarrollado y notificado agentes terapéuticos contra el cancer macromoleculares tales como SMNCS, el primer
agente anticanceroso de unién macromolecular, asi como otros farmacos antitumorales micelares macromoleculares
[Documento de patente 1: WO 2004/103409; Documento de patente 2: WO 2006/112361; Documento diferente a
patente 3: Adv. Drug Deliv. Rev. 6, 181-202 (1991); Documento diferente a patente 4: J. Control. Release, 74, 47-61
(2001); y Documento diferente a patente 5: Bioconj. Chem. 21, 797-802 (2010), etc.]

Documentos de la técnica anterior
Documentos de patente

Documento de patente 1: WO 2004/103409
Documento de patente 2: WO 2006/112361

Documentos diferentes a patente

Documento diferente a patente 1: Fortune 2004, marzo

Documento diferente a patente 2: Cancer Research. 1986 (12), 46, 6787-6392.
Documento diferente a patente 3: Adv. Drug Deliv. Rev. 6, 151-202 (1991)
Documento diferente a patente 4: J. Control. Release, 74, 47-61 (2001)
Documento diferente a patente 5: Bioconj. Chem. 21, 797-802 (2010)

Sumario de la invencion
Problema que se resuelve con la invencion

El objeto de la presente invencion es desarrollar sondas moleculares fluorescentes macromoleculares para una
deteccion (visualizacion) fluorescente eficiente de tumores o para la implementacién de deteccion fluorescente y
tratamiento fotodinamico, por ejemplo, mediante el uso de endoscopio de fluorescencia o laparoscopio fluorescente,
asi como un nuevo complejo util como dichas sondas moleculares fluorescentes.

Medios para resolver el problema

Los autores de la presente invencion han realizado una investigacion rigurosa para resolver el problema mencionado
y han completado la presente invencion. En concreto, han logrado desarrollar sondas moleculares fluorescentes (FL)
macromoleculares que pueden presentar fluorescencia tras la irradiacion de luz con una longitud de onda especifica,
y sondas moleculares fluorescentes/fotosensibilizadoras (FL/PS) macromoleculares que pueden presentar
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fluorescencia y generar oxigeno singlete ('O5) por irradiacion de luz.
La presente invencion incluye lo siguiente:

[1] Una sonda molecular fluorescente macromolecular para deteccién fluorescente de tumor que comprende un
complejo que comprende una molécula fluorescente y una macromolécula (o polimero) biocompatible, tal como
se define en las reivindicaciones.

[2] La sonda molecular fluorescente macromolecular segun el punto [1] anterior, que es para la deteccion
fluorescente de tumor mediante el uso de un endoscopio fluorescente o un laparoscopio fluorescente.

[3] La sonda molecular fluorescente macromolecular segun el punto [1] anterior, que se utiliza como un agente
antitumoral para tratamiento fotodinamico.

[4] Un complejo que comprende una molécula fluorescente y una macromolécula biocompatible, donde la
macromolécula biocompatible se selecciona entre copolimeros de hidroxipropilmetacrilamida, copolimeros de
hidroxipropilmetacrilamida en los que se ha introducido un grupo funcional y mezclas de los mismos.

[5] Se describe asimismo en el presente documento un complejo que comprende una molécula fluorescente y
una macromolécula biocompatible, donde

la molécula fluorescente se selecciona entre rosa de bengala, verde de indocianina, ftalocianidina unida a Zn,
porfirinas, feoforbida unida a Zn, azul de metileno, Foscan unido a Zn, ortofenantrolina de Zn, Fenantrolina de
Cu, acriflavina, acrinol, diamina acridina, naranja de acridina, tetraciclina, aminofluoresceina, tetrametilrodamina,
aminorodamina, diclorofluoresceina y mezclas de los mismos, y

la macromolécula biocompatible seleccionada entre copolimeros de estireno-acido maleico, copolimeros de
estireno-acido maleico que tienen una cadena lateral de acido maleico multi-funcionalizada, copolimero de
hidroxipropilmetacrilamida, albumina de suero, transferrina, inmnoglobulina, a1-acido glucoproteina, a1-
antitripsina, gelatina solubilizada, polialcohol vinilico, polivinil pirrolidona y mezclas de los mismos.

[6] Se describe asimismo en el presente documento el complejo segun los puntos anteriores [4] o [5], donde la
molécula fluorescente se selecciona entre rosa de bengala, azul de metileno, foscan unido a Zn, acridina,
riboflavinas, clorofila, porfirinas y mezclas de los mismos.

[7] Se describe asimismo el complejo segun el punto [5] anterior, donde la macromolécula biocompatible se
selecciona entre copolimeros de estireno-acido maleico, copolimeros de estireno-acido maleico que tienen una
cadena lateral de acido maleico multi-funcionalizada y mezclas de los mismos.

[8] EI complejo segun cualquiera de los puntos [4] a [7] anteriores, donde la molécula fluorescente esta unida no
covalentemente a la macromolécula biocompatible, y el complejo esta en forma de micela en la que la molécula
fluorescente esta encapsulada en la macromolécula biocompatible.

[9] El complejo segun cualquiera de los puntos [4] a [7] anteriores, donde la molécula fluorescente esta unida
covalentemente a la macromolécula biocompatible a través de un espaciador.

[10] El complejo segun cualquiera de los puntos [4] a [7] anteriores, donde la molécula fluorescente esta unida
covalentemente a la macromolécula biocompatible sin un espaciador.

[11] Se divulga ademas un método para producir el complejo segun el punto [7] anterior, que comprende:

(a) solubilizar un copolimero de estireno —acido maleico (SMA) o su derivado en un agua alcalina con un pH
por encima de 8,

(b) afiadir una molécula fluorescente a la solucién obtenida en (a) anterior, y

(c) disminuir el pH de la solucion de la mezcla obtenida en (b) anterior por debajo de pH 5 con un acido para
hacer precipitar el complejo de SMA-molécula fluorescente.

[12] Se divulga también un método para producir el complejo segun el punto [7] anterior que comprende:

(a) unir un radical maleico o un radical anhidrido maleico de un copolimero de estireno-acido maleico (SMA) o
su derivado a un grupo funcional de un espaciador, que es reactivo con el radical del SMA o su derivado, y
(b) unir un grupo funcional de la parte espaciadora del producto obtenido en (a) anterior al grupo funcional de
una molécula fluorescente, que es reactiva con el grupo funcional de la parte espaciadora.

[13] Se describe ademas un método para producir el complejo segun el punto [7] anterior que comprende:

(a) la reaccion del radical maleilo de un copolimero estireno-acido maleico (SMA) o su derivado con un grupo
funcional de una molécula fluorescente para unir el radical del SMA o su derivado al grupo funcional de la
molécula fluorescente.

Efectos de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, es posible conferir capacidad de direccionamiento a tumor a moléculas
fluorescentes (FL) conocidas y detectar asi tumores diminutos de muy pocos mm de diametro por fluorescencia.
Concretamente, al irradiar una sonda molecular fluorescente con una longitud de onda de luz de excitacion utilizando
una fuente luminosa de un endoscopio, se hace posible la deteccion especifica (visualizacion) de tumores. Por otra
parte, cuando la molécula fluorescente es una molécula fotosensibilizadora (PS), la molécula puede generar oxigeno
singlete ('O,) por irradiacién de una luz de excitacion para eliminar células de tumor (tejido) (por tanto, un
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tratamiento fotodinamico).

Por consiguiente, sobre la base de la presente invencion, al introducir luz de irradiacion que tiene una luz de
excitacion adecuada en la cavidad del organismo a través del endoscopio, laparoscopio o cistoscopio, es posible
producir fluorescencia en el area del tumor e implementar de esta forma una deteccidon altamente sensible y el
tratamiento de tumores al mismo tiempo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 presenta un diagrama de flujo de un método para preparar una sonda molecular fluorescente
macromolecular [Método I].

La Figura 2 presenta un esquema de reaccion de un método para preparar sondas moleculares fluorescentes
macromoleculares [Método I].

La Figura 3 presenta la deteccion de tumor de alta sensibilidad utilizando la sonda molecular fluorescente
macromolecular que se describe en el presente documento.

La Figura 4 presenta un mapa conceptual de la generacién de fluorescencia y oxigeno singlete [102] tras la
interrupcion de la estructura micelar.

La Figura 5 presenta caracteristicas espectroscopicas (espectro de absorciéon UV/visible (A) y espectros
fluorescentes (B)) de micelas SMA que encapsulan azul de metileno (MB) (micela SMA-MB).

La Figura 6 presenta caracteristicas espectroscopicas (espectro de absorcion UV/visible (A) (a,b) y espectro de
fluorescencia (B)) de micelas SMA que encapsulan verde de indocianina (ICG) (micela SMA-ICG).

La Figura 7 presenta las caracteristicas espectroscopicas (espectro de absorcion UV/visible (A) (a,b) y espectro
de fluorescencia (B)) de micelas SMA que encapsulan rosa de bengala (RB).

La Figura 8 presenta las caracteristicas espectroscopicas (espectro de absorcion UV/visible (A) (a,b) y espectro
de fluorescencia (B)) de micelas SMA que encapsulan Zn-Foscan.

La Figura 9 presenta los espectros de absorcion UV/visible (en DMSO) o (a) un complejo unido covalentemente
de protoporfirina (PP)-HPMA (HPMA-PP) y PP libre y (b) un complejo unido covalentemente de protoporfirina Zn
(ZnPP)-HPMA (HPMA-ZnPP) y ZnPP libre, y espectros de fluorescencia (en soluciéon acuosa) de (c) HPMA-PP y
PP libre. HPMA-PP existe como micelas en soluciéon acuosa y tiene poca fluorescencia. No obstante, presenta
fluorescencia cuando la estructura micelar se desintegra en presencia de 2% de Tween 20. (d) presenta los
espectros de fluorescencia de HPMA-ZnPP. HPMA-ZnPP tiene poca fluorescencia, pero presenta fluorescencia
cuando se desintegra la estructura micelar en presencia de 0,5 % de Tween 20.

La Figura 10 presenta la distribucidon de tamafio segun se revela por la dispersion de luz dinamica de (a) micelas
HPMA-PP y (b) micelas HPMAZnPP.

La Figura 11 presenta la cinética en la sangre de (a) PP libre y HPMA-PP y (b) ZnPP libre y HPMA-ZnPP. HPMA-
PP o HPMA-ZnPP presentan un nivel de concentracién varias veces mas alto que PP libre o ZnPP libre en el
AUC (area bajo la curva de concentracion-tiempo del farmaco en plasma) y por tanto el primero es mas eficaz
que el segundo.

La Figura 12 presenta un perfil de generacion de oxigeno singlete ['O2] con rosa de bengala tras irradiacion de
luz.

La Figura 13 presenta la actividad de eliminacion de células tumorales de micelas SMA-MB en cancer de
pancreas humano, células PC 1.0.

Descripcion de las realizaciones

La sonda molecular fluorescente macromolecular de la presente invencion comprende un complejo que comprende
una molécula fluorescente (FL) (en adelante denominada “molécula FL”) y una macromolécula (o polimero)
biocompatible, que es capaz de detectar (o visualizar) por fluorescencia tumores mediante el uso de un endoscopio
de fluorescencia o un laparoscopio fluorescente. Asimismo, cuando la molécula-FL también es una molécula
fotosensibilizadora (en adelante denominada “molécula FL/PS”) puede generar un oxigeno singlete ['O;] tras la
irradiacion de luz, es util para implementar un tratamiento fotodinamico ademas de la deteccion fluorescente del
tumor.

Las moléculas fluorescentes de la invencion se describen en las reivindicaciones.

La molécula fluorescente (FL) mencionada puede emitir luz fluorescente tras la irradiacion de luz de una longitud de
onda especifica. Se describen en el presente documento por ejemplo rosa de bengala, verde de indocianina (ICG),
ftalocianidina unida a Zn, porfirinas, feoforbida unida a Zn, azul de metileno, foscan unido a Zn, Zn ortofenantrolina,
Cu Fenantrolina, acriflavina, acrinol, amina acridina, acridina, naranja de acridina, tetraciclina, aminofluoresceina,
tetrametilrodamina, aminorodamina, diclorofluoresceina y protoporfirina unida a Zn (ZnPP), aclarrubicina,
doxorrubicina, pirarrubicina y similares. Entre ellos se prefieren rosa de bengala, verde de indocianina (ICG), azul de
metileno, Foscan unido a Zn, protoporfirina unida a Zn y tetrametilrodamina.

Los complejos de la invencion comprenden protoporfirina unida a Zn (ZnPP), pirarrubicina y mezclas de los mismos.

Entre las moléculas FL mencionadas, se prefieren moléculas fotosensibilizadoras (PS) (moléculas FL/PS) que
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pueden generar oxigeno singlete, un tipo de las especies reactivas del oxigeno, tras irradiacion con luz. Entre los
ejemplos de la molécula FL/PS se incluyen rosa de bengala, azul de metileno, foscan unido a Zn, protoporfirina
unida a Zn (ZnPP), aclarrubicina, doxorrubicina, pirarrubicina, y similares. Entre ellos, son de preferencia rosa de
bengala, azul de metileno, foscan unido a Zn, y protoporfirina unida a Zn.

Los complejos de la invencion comprenden protoporfirina unida a Zn (ZnPP), pirarrubicina, y mezclas de los mismos.

En la presente invencion, las moléculas FL (incluyendo moléculas FL/PS) se pueden utilizar en solitario o como una
mezcla de las mismas.

La macromolécula biocompatible mencionada se refiere a una macromolécula que no tiene antigenicidad ni
inmunogenicidad, no induce alergia, convulsion, ni similares, no tiene efecto sobre la coagulacion de la sangre ni en
la activacion de complemento, no se acumula en el organismo durante un periodo de tiempo prolongado y no es
toxica, es util para convertir la molécula FL en una macromolécula (que tiene un peso molecular no inferior a varias
decenas de miles) que se puede concentrar altamente dentro del tumor en virtud del efecto EPR de la misma. Entre
los ejemplos de macromoléculas biocompatibles se incluyen copolimeros de estireno-acido maleico (SMA), SMA que
tiene una cadena lateral de acido maleico multi-funcionalizada, polimeros de hidroxipropilmetacrilamida (HPMA) y
HPMA en el que se ha introducido un grupo funcional, albimina de suero, transferrina, inmunoglobulina, a1-acido
glucoproteina, a1-antitripsina, polietilen glicol, polialcohol vinilico, quitina/quitosano, polivinilpirrolidona, gelatina
soluble, poliaminoacidos (p.ej. poliacido aspartico) y similares. Entre ellos, son preferentes SMA, SMA que tiene una
cadena lateral de acido maleico multi-funcionalizada, HPMA, HPMA en el que se ha introducido un grupo funcional y
albumina de suero.

Los complejos de la invencién comprenden HPMA, HPMA en el que se ha introducido un grupo funcional o mezclas
de los mismos.

En la presente invencion, la macromolécula biocompatible se puede utilizar en solitario o como una mezcla de las
mismas. Cuando se utiliza una mezcla de dos o mas macromoléculas biocompatibles, no tienen por qué estar
conjugadas necesariamente todas las macromoléculas biocompatibles con la molécula FL, pudiendo estar
conjugada unicamente una macromolécula biocompatible especifica con las moléculas FL. Asimismo, pueden estar
conectadas entre si dos macromoléculas biocompatibles (por ejemplo, tal como se describe mas adelante, SMA-
albumina, SMA-transferrina, HPMA-albumina, HPMA-transferrina y similares).

Los complejos de la invencion se definen en las reivindicaciones.

El copolimero estireno-acido maleico (SMA) es un copolimero que comprende generalmente una unidad que se
repite, tal como se muestra en la formula (1) a continuacion, y comprenden una unidad de estireno y una unidad de
acido maleico (o anhidrido maleico) como unidad componente esencial. SMA se puede adquirir en el mercado o se
puede sintetizar a través de un procedimiento de sintesis conocido. Generalmente, se obtiene por copolimerizaciéon
de estireno y anhidrido maleico. En este caso, el radical del anhidrido maleico en SMA sera un anhidrido, que se
puede utilizar como tal o como la forma carboxilo libre por hidrolisis antes de su uso.

[Férmula 1]

[SMA]
M,
CH cH { 1)
VA
- DJ*’ “\,EEJ n

Entre los ejemplos del "SMA que tiene una cadena lateral de acido maleico multi-funcionalizada" antes descritos, se
incluyen aquellos que tienen una cadena lateral de acido maleico con la que se conjuga albumina o transferrina;
aquellos que tienen una cadena lateral de acido maleico cuyo grupo carboxilo esta alquilado, como por ejemplo,
etilado, butilado, modificado con butil celosolve o similares; aquellos que tienen una cadena lateral de acido maleico
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cuyo grupo carboxilo estda amidado, aminoetilado, trihidroaminoetilado, hidroxiaminometanizado,
mercaptoetilaminado, polietilenglicolado (PEG) o amino acidulado (p.ej., lisina, cisteina, otros conjugados con
aminoacido y similares); y aquellos que tienen una cadena lateral de acido maleico modificada con hidracina.

El SMA que tiene una cadena lateral de acido maleico con el que se conjuga albumina o transferrina incluye SMA-
albumina y SMA transferrina.

El SMA que tiene una cadena lateral de acido maleico cuyo grupo carboxilo esta butilado o modificado con butil
celosolve incluye SMA Resins® (Sartomer Inc., Estados Unidos).

El polimero hidroxipropilmetacrilamida (HPMA) mencionado comprenden una unidad que se repite que se muestra
entre corchetes [ ] de formula (2) a continuacién. HPMA tiene una biocompatibilidad excelente y esta exento de
capacidad inmunogénica o para inducir inflamacién, por lo que se puede utilizar de manera ventajosa como
componente del complejo de la presente invencion.

El HPMA utilizado en la presente invencién se puede adquirir de fuentes comerciales o se puede sintetizar a través
de un método conocido. En general, se puede sintetizar por polimerizacion de radicales convencional utilizando un
monoémero de hidroxipropilacrilamida en dimetilacetoamida como disolvente utilizando AIBN (2,2' -azobis-
isobutironitrilo) como iniciador de la reaccion de polimerizacién a 70 °C por ejemplo.

[Férmula 2]
[HPMA]
O
If
H;C— c CH; —c *J\ .
jN—CHg—CH?—HH? (2)
o %
CH;
C::H -QH
CH,
[Férmula 3]
[Protoporfirina]

H
4 H2C/

Entre los ejemplos de "HPMA en el que se ha introducido un grupo funcional" se incluyen aquellos que tienen un
grupo amino terminal tal como se muestra en la formula (2) anterior; derivados de los mismos en cuyo grupo
carboxilo se introduce cualquier aminoacido o péptido, o hidracina; derivados de los mismos amidados, etilaminados,
mercaptoetilaminados o trishidroximetanizados, y similares.

Estos derivados de HPMA se pueden preparar por ejemplo en agua o en un disolvente, de manera similar a la
sintesis de péptidos convencional. Por ejemplo, se puede conjugar el derivado representado por la formula (2)
anterior con la molécula FL o la molécula FL/PS o bien a través del grupo amino terminal o bien a través del grupo
hidroxilo del grupo hidroxipropilo. Por ejemplo, cuando la molécula FL o la molécula FL/PS es protoporfirina [véase
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formula 3 anterior], se puede hacer reaccionar cada uno, o los dos, radicales carboxilo de protoporfirina con un
grupo(s) hidroxilo de HPMA empleando un agente de deshidratacién/condensacion convencional para formar un
enlace amida o éster para dar el conjugado deseado (cf. Figura 9a, el enlace de la formula HPMA-PP insertada en
ella es un enlace éster). El numero de PP que se conjuga con HPMA no esta limitado en particular.

El derivado HPMA que tiene un grupo amino terminal representado por la férmula (2) mencionado se puede conjugar
con la albumina o transferrina a través del enlace amida formado desde el grupo amino del derivado y el grupo
carboxilo de la albumina o transferrina para dar un conjugado como HPMA-albumina, HPMA-transferrina, y similares.
Dichos conjugados se pueden utilizar para formar complejos con las moléculas fluorescentes (FL) de la presente
invencion.

Dependiendo del grado de polimerizacion, pueden estar disponibles variedades de SMA o HPMA con diferentes
pesos moleculares. Sin embargo, preferentemente, el SMA que se utiliza segin la divulgacion del presente
documento puede ser su trimero (aproximadamente 660 Da) frente a los que tienen un peso molecular de
aproximadamente 40 kDa, siendo sobre todo preferente entre 800 y 2500. Como HPMA, son preferentes aquellos
que tienen un peso molecular comprendido entre 1000 y 20000.

Los complejos que comprenden moléculas fluorescentes (FL) y la macromolécula biocompatible mencionados
pueden producirse por ejemplo a través del [Método [] al [Método Ill], mas adelante. Dependiendo de los métodos de
produccion, los complejos se clasifican en aquellos donde la molécula FL esta unida covalentemente a la
macromolécula biocompatible y aquellos donde las moléculas FL no estan covalentemente unidas a las
macromoléculas biocompatibles y forman una micela. Asimismo, los complejos que comprenden la molécula FL
unida covalentemente a la macromolécula biocompatible se pueden agregar para formar una micela (p.ej., véase
Figura 9b).

[Método I] Micela de copolimero estireno-acido maleico [SMA] de moléculas FL

El Método | es para encapsular las moléculas FL en una micela de SMA. En este caso, las moléculas FL no estan
covalentemente unidas a SMA. La micela se puede preparar de acuerdo con el diagrama de flujo que se muestra en
la figura 1.

En concreto, se solubiliza SMA, si contiene partes de anhidrido maleico, en forma intacta como tal, o tras la hidrélisis
de las partes de anhidrido maleico o modificacién, como por ejemplo alquil esterificacion de las partes, segun sea
necesario, afadiendo una solucién alcalina acuosa (es decir agua que contiene un alcali como por ejemplo, una
solucion acuosa de NaOH 0,1 M) para elevar el pH por encima de 8 (p.ej. pH en torno a 8,5). Se afade a esta
solucién molécula FL para su reaccion con MA. Esta etapa de mezclado se lleva a cabo preferentemente con
agitacion.

En este sistema, la relacion (p/p) entre SMA y la molécula FL no esta limitada en particular, siempre y cuando se
pueda encapsular la molécula FL en una micela, si bien, por ejemplo, la molécula FL puede constituir entre 1 y 80
partes (p/p) por cada 100 partes de SMA. La temperatura y el tiempo de la etapa de mezclado (agitacion) de SMA 'y
la molécula FL no estan limitados en particular, si bien, por ejemplo, la temperatura puede ser en torno a la
temperatura ambiente (25°C) y el tiempo puede ser entre 1y 2 horas.

A continuacion, se acidula la mezcla afiadiendo un acido (p.ej., HCI 0,1 M) para disminuir el pH por debajo de 5
(p-€j., pH de aproximadamente 4,8). Como resultado, se pueden formar precipitados. Los precipitados obtenidos de
esta forma se pueden recoger por centrifugacion (p.ej. a 5000 rpm) y se puede descartar el sobrenadante. De esta
manera, se puede obtener el complejo la molécula FL-SMA (micela).

Se puede someter el complejo obtenido (ppt) ademas a purificacion, si es necesario. Los métodos de purificacion no
estan limitados en particular y se puede llevar a cabo a través de métodos conocidos. Por ejemplo, el complejo (ppt)
se puede purificar por repeticion de los siguientes procedimientos: disolucién en una solucién alcalina acuosa a un
pH de 7 a 8, seguido de didlisis, ultrafiltracién y concentraciéon. Asimismo, tras la purificacion, se puede liofilizar el
complejo.

A continuacién, se explica con mayor detalle el procedimiento del Método I.

En primer lugar, se pesan 100 mg de copolimero SMA (o su derivado semi-butilado de éster alquilico, etc.) y se
coloca en un vaso de precipitados de 200 ml, y se afiaden de 30 a 60 ml de agua destilada y al mismo tiempo que se
controla el pH con un medidor de pH, se afiade lentamente NaOH 0,1 M con agitaciéon y se eleva el pH a
aproximadamente 8,5. A continuacion, se afiade a la mezcla 30 mg en total de un polvo de azul de metileno, partes
alicuotas de 5 a 10 mg, al mismo tiempo que se agita. Después de agitar la mezcla durante 1 a 2 horas mas a
temperatura ambiente, se afiade lentamente a la mezcla HCI 0,1 M para disminuir el pH a pH 4,8 o por debajo para
dar una forma de micela de SMA de azul de metileno como precipitado. Cuando toda la micela de SMA-azul de
metileno ha precipitado, se sigue centrifugando la solucién (5000 rpm) para recoger los precipitados. A continuacion,
se suspenden los precipitados afiadiendo 60 ml de 1 mM HCI con enfriamiento con hielo y se lava por centrifugacion
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(5.000 rpm) para recoger los precipitados. Se dispersan los precipitados en 300 ml de agua destilada y se lleva el pH
de la dispersion a aproximadamente un pH neutro afiadiendo gota a gota NaOH 0,1 M para solubilizar el precipitado
completamente. Se somete la solucién al sistema de filtrado molecular, Lab Scale TFF System (Millipore Ltd.) que
tiene un tamafio molecular limite de 10 KDa, y se filtra/concentra a 30 ml a presion reducida. A continuacion, se
afaden al concentrado 400 ml de agua destilada, seguido de un procedimiento de dialisis/concentracion en 40 ml
dos veces y a continuacion, se liofiliza el concentrado para obtener de 90 a 100 mg de polvo azul.

En los procedimientos anteriores, se pueden utilizar Foscan, verde de indocianina, rosa de bengala u otras
moléculas fluorescentes en lugar de azul de metileno en la encapsulacion de micela macromolecular.

[Método 1] Producciéon de complejo que comprende molécula fluorescente y SMA, donde la molécula fluorescente
esta unida covalentemente con SMA.

El Método Il consiste en unir el radical maleilo de SMA con la molécula fluorescente a través de un espaciador. En
concreto, este método consiste en unir SMA a la molécula fluorescente covalentemente.

El espaciador mencionado no esta limitado en particular siempre y cuando tenga un grupo funcional (p.ej. grupo
amino, grupo carboxilo, grupo hidroxilo y similares) que sea reactivo con el radical acido maleico o el radical
anhidrido maleico y, al mismo tiempo, un grupo funcional (p.ej. un grupo amino, un grupo hidroxilo, y similares) que
es reactivo con un grupo funcional de la molécula fluorescente, pero incluye etilendiamina, lisina, cisteina, acido e-
amino caproico y similares.

La cantidad (relacién molar) de espaciador utilizada es de 0,1 a 1,0 moles por cada 1 mol de los dos 0 mas radicales
de anhidrido maleico que existen en SMA.

En el método anterior, se conjuga un primer radical acido maleico o radical anhidrido maleico de SMA con un grupo
funcional del espaciador, que es reactivo con estos radicales (etapa (a)). En este punto, la temperatura y el tiempo
no estan limitados en particular, si bien, por ejemplo, la temperatura puede ser en torno a la temperatura ambiente
(25 °C) y el tiempo puede ser toda la noche.

A continuacion, se conjuga un grupo funcional de la parte espaciadora del producto que resulta de la etapa (a)
anterior con un grupo funcional de la molécula fluorescente que es reactivo con el grupo funcional de la parte
espaciadora (etapa (b)). La temperatura y el tiempo no estan limitados en particular, si bien, por ejemplo, la
temperatura puede ser de 0 °C a 80 °C, preferiblemente de 4 °C a 30 °C y el tiempo puede ser de 1 a 300 horas. El
pH en la etapa (b) puede variar dependiendo del SMA, la molécula fluorescente y el espaciador que se utilice, pero
puede ser por ejemplo de 8,5 a 9,0.

A continuacion, se explica con mayor detalle el procedimiento del Método II.

Se muestra a modo de ejemplo un método en el que se utiliza L-lisina como espaciador y un marcado con FITC
(Figura 2). En lugar de lisina, es posible utilizar L-arginina, L-histidina, diaminoetano, acido €-amino caproico o
similares.

Se disuelve HCI de L-lisina (Lys) en 50 ml de NaHCO3 0,1 M. A continuacion, se afiade a la solucién un copolimero
de SMA que contiene un radical anhidrido maleico con agitacion y se continda esta reaccién de acoplamiento
durante toda la noche. A continuacion, se purifica el producto resultante por cromatografia sobre Sephadex G-50
para separar la L-lisina sin reaccionar de SMA-lisina (SMA lisado) y recuperar la fraccion SMA-Lys. Se lleva un
seguimiento del producto eluido por DO (densidad optica) a 230-260 nm (absorcién). Esta reaccion se puede llevar a
cabo también en un disolvente como tetrahidrofurano, dimetilformamida y sulféxido de dimetilo.

A continuacion, se disuelve el SMA-Lys liofilizado (100 mg) en 50 ml de solucién acuosa NaHCO3 0,1 M al mismo
tiempo que se mantiene la solucién a un pH de 8,5 a 9,0. A continuacion, se afiaden a la mezcla 20 mg de FITC para
su reaccion de manera similar a la reaccién anterior para obtener SMA marcado con FITC.

En este procedimiento, se puede utilizar isotiocianato de rodamina (RITC) en lugar de FITC para producir el
complejo SMA-rodamina.

[Método Ill] Preparacién de complejo que comprende molécula fluorescente y macromolécula biocompatible
(HPMA), donde la molécula fluorescente esta unida covalentemente directamente a la macromolécula biocompatible.

El Método Ill consiste en unir un colorante fluorescente o un fotosensibilizador a polimero de hidroxipropil
metacrilamida (HPMA) o similar por reaccién quimica de un grupo funcional en un colorante fluorescente o un
fotosensibilizador, como por ejemplo un grupo amino, un grupo hidroxilo, un grupo cetona o similar, con un grupo
amino (véase formula (2) anterior), un grupo hidroxilo, un grupo carboxilo, un grupo cisteina, un grupo hidracina, o
similar en HPMA o un derivado. En esta reaccion, la relacion en peso entre la macromolécula biocompatible y la
molécula fluorescente no esta limitada de forma particular. La temperatura de reaccion y el periodo de reaccion no
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estan limitados en particular, si bien la reaccion se puede llevar a cabo por ejemplo a aproximadamente 30 °C
durante 5-20 horas.

A continuacion, se explica el Método Ill con mayor detalle.

Se disuelve en DMSO un colorante fluorescente o un fotosensibilizador como protoporfirina IX (281 mg) y se afiade
con agitacion HPMA (570 mg). Se afiaden a esta mezcla de reaccion trietilamina (1 g), dimetilaminopiridina (DMAP)
(1,2 g) y carbodiimida hidrosoluble (WSC, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) (1,92 g) y se deja reaccionar a
50 °C. En lugar de WSC, se puede utilizar DCC (diciclohexilcarbodiimida) y se puede llevar a cabo la reaccién en un
disolvente. La reaccioén se puede llevar a cabo durante aproximadamente 12 horas. A continuacion, para eliminar el
catalizador, se afiaden una pequefia parte alicuota de éter dietilico para recuperar el precipitado. Al repetir este
proceso tres veces, se obtiene protoporfirina conjugada con HPMA (HPMAPP) como precipitado. Se disuelve el
precipitado en dimetilformamida, seguido de cromatografia de columna de permeacion de gel (BioBeads S-X1) para
separar PP sin reaccionar. A continuacion, se disuelve HPMA-PP en agua estilada, seguido de ultrafiltracion o
cromatografia de columna sobre Shephadex G-25 o G-50 (tamafio de columna: ® 1,0 a 5,0 cm x 1 30 cm a 1,5 m)
con agua destilada como eluyente. A continuacion, se liofiliza el material eluido para producir un polvo.

[Método IV] Preparacién de complejo que comprende molécula fluorescente y macromolécula biocompatible
(proteina) donde la molécula fluorescente esta covalentemente unida directamente a la proteina.

El Método IV consiste en unir FL y similares a una proteina y similares haciendo reaccionar quimicamente un grupo
funcional (reactivo) en FL, como pueda ser un grupo isotiocianato (-NCS) en colorante fluorescente, como
isotiocianato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) y similares, con un grupo amino en
una proteina, por ejemplo, proteinas de suero como albumina de suero, transferrina, inmunoglobulina (IgG) y
similares.

En este caso, la relacion en peso de la macromolécula biocompatible y la molécula fluorescente no esta limitada en
particular a una relacion especifica, sin embargo, por ejemplo, se pueden utilizar 100 partes en peso de la
macromolécula biocompatible por cada 0,5 a 10 partes en peso de la molécula fluorescente. Las condiciones de
reaccion no estan limitadas en particular, si bien por ejemplo, pueden ser aproximadamente la temperatura ambiente
(25°C) durante aproximadamente 5 a 6 horas y hasta aproximadamente 20 horas, y el pH en la reaccion entre la
macromolécula biocompatible y la molécula fluorescente puede estar comprendido entre 7 y 10, preferentemente e
aproximadamente 8,5.

A continuacion, se explica con mayor detalle el Método IV.

Se disuelve albumina de suero humano (100 mg) en NaHCO3 0,1 My se ajusta el pH a entre 8,0 y 9,0 con agitacion
con un agitador magnético. Se afiade a la solucién un reactivo fluorescente (20 mg), como por ejemplo un colorante
fluorescente, isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) y se contintia la reaccidon durante 5 a 6 horas, para un
extenso marcado fluorescente a un pH > 8,5 durante 20 horas. Después de esto, se dializa la reaccién contra agua
destilada o se aplica a cromatografia de columna sobre Sephadex G-25 o G-50 (tamafio de columna: ® 1,0 a 5,0 cm
x 1 30 cm a 1,5 m) utilizando agua como eluyente para separar los productos descompuestos y los reactivos sin
reaccionar. Se recoge la proteina marcada fluorescente deseada utilizando un tubo de didlisis y fluido dentro; o
utilizando columna de Sephadex con un colector de fraccion y se somete a liofilizacion para obtener el complejo
deseado.

Entre los complejos mencionados que comprenden moléculas fluorescentes (FL) y las macromoléculas
biocompatibles, no se conoce ningliin complejo donde la macromolécula biocompatible se seleccione entre HPMA,
las que tiene grupos funcionales y mezclas de los mismos.

Asimismo, entre los complejos mencionados, los que se mencionan a continuaciéon no se conocen: aquellos en los
que la molécula FL se selecciona entre rosa de bengala, verde de indocianina (ICG), ftalocianina unida a Zn,
porfirinas, feoforbida unida a Zn, azul de metileno, Zn Foscan (Foscan), Zn ortofenantrolina, Cu fenantrolina,
acriflavina, arinol, acridin diamina, acridina, naranja de acridina, tetraciclina, aminofluoresceina, tetrametilrodamina,
aminorodamina, diclorofluoresceina (preferiblemente, rosa de bengala, verde indocianina (ICG), azul de metileno,
Foscan Zn, tetrametilrodamina), y mezclas de los mismos, y la macromolécula biocompatible seleccionada entre
copolimeros de estilreno-maleilo (SMA) y SMA que tienen una cadena lateral de acido maleico multi-funcionalizada,
copolimeros de hidroxipropilmetacrilamida (HPMA), HPMA con grupos funcionales, albumina de suero, transferrina,
inmunoglobulina, a1-acidoglucoproteina, a1-antitripsina (preferentemente, SMA, SMA que tienen una cadena lateral
de acido maleico multi-funcionalizada, HPMA, HPMA con grupos funcionales y albimina de suero), y mezclas de los
mismos.

Las sondas moleculares fluorescentes macromoleculares de la presente invenciéon pueden administrarse por via
intravenosa o arteria de alimentacion tumoral, o se pueden administrar por via oral como formulaciones oleosas.
Tras la administracion, las sondas moleculares fluorescentes se acumularan en el tumor y tediran el tumor de
manera que sera posible detectar tumores ductales o intracavitarios con un endoscopio de fluorescencia. Asimismo,
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se pueden detectar con un laparoscopio de fluorescencia carcinomatosis peritoneal y pleural, o canceres
metastasicos peritoneal y pleural o sus nédulos sucesores (daughter nodules) por ejemplo metastasis en la pared
toracica /pleura, omento mayor, o diafragma.

El “endoscopio de fluorescencia” mencionado debera tener propiedades espectroscopicas de FL y PS que se
ajusten al sistema o6ptico. Por ejemplo, se puede instalar el filtro de ajuste a un aparato 6ptico de fibra de Fuiji Film u
Olympus Co. Ltd. Alternativamente se puede usar también una fuente luminosa externa como por ejemplo Asahi
Spectra Max303 (Asahi Spectra Ltd., Tokio).

El “laparoscopio fluorescente” mencionado no esta limitado en particular siempre y cuando tenga propiedades
espectroscopicas ajustadas, segun lo mencionado, pero incluye por ejemplo un laparoscopio de SK-2D10D o SK-
2D05S de Shinko Optical Co., Ltd.

La sonda molecular fluorescente de tipo macromolecular de la presente invencién tendra una estructura micelar y se
llevara a las células cancerosas, mas preferentemente, a través de la llamada endocitosis, para experimentar a
continuacion la desintegracion en la célula en virtud de lo cual el FL se liberara en la célula. Las FL son ahora
moléculas libres y si son moléculas PS generaran oxigeno singlete tras la irradiacién y ejerceran un efecto citotdxico
sobre las células tumorales.

El “tratamiento fotodinamico” utilizado en este punto se refiere a un método para el tratamiento del cancer que se
puede llevar a cabo irradiando luz mediante el uso de una fuente luminosa endoscopica para canceres en 6rganos
ducales, o utilizando un proyector que tenga luz xenén o utilizando una fuente luminosa de Asahi Spectra para
canceres en la superficie del cuerpo, durante entre varias horas y 2 dias tras la administracion de un agente
macromolecular que contiene PS.

Las sondas fotosensibilizadoras (PS) convencionales utilizadas en el tratamiento fotodinamico se distribuyen a
través de todo el organismo, incluyendo los tumores, lo que constituye un gran problema. Sobre todo, la
fotosensibilidad debido a la distribucién de las sondas por la superficie del organismo, como pueda ser la piel, causa
un grave efecto secundario, que tiene como resultado el dafio del tejido (células) de la superficie del cuerpo incluso,
con luz ambiental de interior o de exterior. Los autores de la invencién han realizado una conversién con éxito de la
molécula PS de bajo peso molecular por la macromolécula, en virtud de lo cual se proporciona la acumulacion
selectiva de la macromolécula PS en el tumor. Gracias a esto se evita la acumulacion en la piel normal y se reduce
la posibilidad de que se produzca fotosensibilidad. Por otra parte, dado que las macromoléculas PS se acumulan en
los tumores mucho mas que en los tejidos normales, se hace posible la visualizacion en nédulos de tumor diminutos
por fluorescencia y, por tanto, el efecto terapéutico incluso con una entrada relativamente baja de irradiacién de luz
permite una generacion eficaz de oxigeno singlete en el tumor de forma selectiva, algo que es imposible con
moléculas PS de bajo Pm. Es de esperar que se puedan evitar dafios como la rotura de los sistemas nerviosos o los
vasos sanguineos causada por el laser de alta energia y que los tumores localizados en tejidos relativamente
profundos puedan ser tratados eficazmente.

Se sabe que verde de indocianina (ICG) y rosa de bengala, descritos en el presente documento como molécula
fotosensibilizadora (PS), se unen a la albumina de suero tras inyeccion intravenosa. Este conjugado (complejo) se
puede separar en albumina libre y la molécula PS en el higado y, después, se puede excretar la molécula PS a la
bilis eficientemente. En las personas sanas, la vida media de la molécula PS en la sangre es de 15 a 30 min. Este
tiempo de residencia en la sangre relativamente corto no es suficiente como para presentar el efecto EPR. En
cambio, las micelas de SMA que encapsulan rosa de bengala, micelas de SMA que contienen ICG o similares, en la
presente invencion, pueden tener una vida media de 500 min o mas, y presentar un fendmeno de absorcion segun el
tiempo, efecto EPR, para presentar una acumulacion significativamente mas alta en tumores [Figura 3].

El oxigeno singlete tiene una reactividad muy alta y por tanto puede desplazarse a una distancia de solamente 0,1
pm en el sistema bioldgico. Esto indica que la absorcion en las células diana de la molécula PS que produce el
oxigeno singlete es necesaria para proporcionar la citopatia de oxigeno singlete. Cuando se acumulan moléculas
fluorescentes/fotosensibilizadoras (FL/PS) en los tejidos de tumor, pero no se absorben en las células tumorales, la
molécula FL/PS puede utilizarse para la visualizacion de tejidos tumorales por fluorescencia, pero no se puede
utilizar eficientemente como agente fotosensibilizador. La conversion al vehiculo de polimero a una formulacion
micelar de SMA tiene la ventaja de ser capaz de potenciar la absorcién de sondas FL/PS en células. En lo que
respecta a la conversiéon a una naturaleza macromolecular de las sondas FL/PS distinta la formacién de micela, se
pueden conjugar el conjugado de FL/PS a albumina, transferrina, IgG o similares con SMA para facilitar la
internalizacion en las células tumorales.

Otro gran problema puede derivarse de la fluorescencia no especifica en tejidos no tumorales durante la deteccion
de tumor fluorescente. La ventaja de las sondas moleculares fluorescentes macromoleculares es que las sondas se
distribuyen minimamente en el tejido normal debido al efecto EPR. Para conseguir un efecto EPR, el tiempo de
circulacién en plasma de dichas sondas FL/PS tiene que ser lo suficientemente prolongado. Las sondas FL/PS en la
circulacién pueden ser fluorescentes como un fondo en el tejido normal y por tanto, es posible que la fluorescencia
en el tejido de tumor no sea alta y que se obtenga una relacion S/N escasa. Este problema sin embargo, se puede
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resolver con la formaciéon micelar con SMA. Cuando dichas moléculas FL/PS se pllegan compactamente en las
micelas SMA, no presentan fluorescencia. Por tanto no se observara generacion de oxigeno singlete ( 0O32) cuando
las moléculas PS se empaqueten en micelas de SMA. Concretamente, la fluorescencia por iluminacién con luz no se
aprecia cuando las moléculas FL/PS estan empaquetadas en micelas en la sangre. Un vez que las micelas de SMA
que incluyen las moléculas FL/PS llegan a las células tumorales por el efecto EPR y son absorbidas en las células,
las micelas de SMA se desintegraran y liberaran la molécula FL/PS libre. Con la iluminacién de luz en la region de
longitud de onda de excitacion, las moléculas FL/PS libres pueden presentar fluorescencia y generar 0, (oxigeno
singlete). En consecuencia, las sondas empaquetadas en micelas de SMA en la sangre no presenta fluorescencia ni
generan oxigeno singlete ( O_) incluso aunque se iluminen con luz (véase Figura 4). Dado que las sondas no son
quorescentes en tejidos o vasos sanguineos normales, y no se observan fluorescencia no especifica ni generacion
de 'Oz en tejidos normal normales, son posibles la deteccion por visualizaciéon del tumor por fluorescencia especifica
de tumor y la generacion selectiva de '0; de tumor.

Los complejos de la presente invencion se pueden utilizar para tratamiento fotodinamico (PDT). La fuente de luz
utilizada para PDT puede ser laser He/Ne, lampara de xendn y similares. Dado que las moléculas FL utilizadas en la
presente invencion se pueden adaptar a una amplia gama de longitudes de onda de excitacién para fluorescencia,
preferentemente, se utiliza una fuente de luz de lampara de xendn en lugar de una fuente luminosa de laser, que
puede emitir solamente a una longitud de onda determinada.

Para una deteccion eficaz de la sonda molecular fluorescente macromolecular de la presente invencioén, es posible
utilizar un endoscopio, un laparoscopio, un cistoscopio, o similares, equipados con una camara CCD, un filtro de luz
de excitacion y un filtro de luz de fluorescencia, donde los filtros se adaptan a las propiedades de la sonda molecular
fluorescente.

Ejemplos

<Ejemplo 1> (Ejemplo de referencia) Preparacion de micela de SMA con encapsulacion de azul de metileno (MB), es
decir, micela SMA-MB.

En primer lugar, se pesaron 100 mg de copolimero SMA (producto de Sartomer, EE.UU.; o su derivado butilado de
éster alquilico, etc.) y se colocan en un vaso de precipitados de 200 ml; se afiadieron de 30 a 60 ml de agua
destilada. Después de controlar el pH con un medidor del pH, se afiadié lentamente 0,1 M NaOH con agitacién y se
llevé el pH a aproximadamente 8,5. A continuacion, se afiadieron varias partes alicuotas de 5 a 10 mg de polvo de
azul de metileno (MB, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka) hasta un total de 30 mg. Al cabo de 1 a 2 horas
de mezclado, se anadié HCI 0,1 M para disminuir el pH a aproximadamente 4,8 hasta que aparecié un precipitado
azul. Tras la centrifugacion (5000 rpm) de esta suspension, se recogieron los precipitados. A continuacion, se
suspendieron los precipitados y se lavaron con 60 ml de HClI 1 mM enfriado con hielo. Continuando con la
centrifugacion a 5000 rpm, se recogieron los precipitados resultantes. A continuacién, se suspendieron los
precipitados en 300 ml de agua destilada y se afiadi6 gota a gota NaOH 0,1 M para obtener la completa solucion de
la suspension a un pH aproximadamente neutro. Se sometié esta solucion a un sistema Milipore Labscale TPF para
concentracion y dialisis equipado con una membrana de Pm limite 10 KDa, y se concentré hasta 30 ml a presion
positiva. Se anadieron 400 ml de agua destilada y se dializdé y concentrd la mezcla hasta 40 ml. Se repiti6 el
procedimiento dos veces. Se liofilizé el producto concentrado para producir de 90 a 100 mg de polvo azul.

En la figura 5 se muestran los espectros de absorcion de UV-visible y fluorescencia.

<Ejemplo 2> (Ejemplo de referencia) Preparacion de micela de SMA con encapsulacion de ICG (verde de
indocianina), es decir micela de SMA-ICG

Se obtuvo micela SMA-ICG (rendimiento: aproximadamente 10 mg) de manera similar a la del Ejemplo 1, con la
excepcion de que se utilizé verde de indocianina (ICG) en lugar de azul de metileno. En la figura 6 se muestran los
espectros de absorcion y de fluorescencia.

(Ejemplo de referencia) Preparacion de micela de SMA con encapsulacion de rosa de bengala (RB), es decir micela
de SMA-RB

Se obtuvo micela SMA-RB (rendimiento: aproximadamente 100 mg) de manera similar a la del Ejemplo 1, con la
excepcion de que se utilizé rosa de bengala (RB) en lugar de azul de metileno. En la figura 7 se muestran los
espectros de absorcion UV-visible y de fluorescencia.

<Ejemplo 4> (Ejemplo de referencia) Preparacion de Zn-foscan de encapsulacion de micela de SMA, es decir micela
de SMA-Zn-Foscan

Se obtuvo micela SMA-Zn-foscan (rendimiento: aproximadamente 90 mg) de manera similar a la del Ejemplo 1 con

la excepcion de que se utilizd Zn-foscan en lugar de azul de metileno. En la figura 8 se muestran los espectros de
absorcion de UV/visible y de fluorescencia.
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<Ejemplo 5> Preparacion de complejo unido covalentemente de HPMA conjugada (HPMA-PP) con Zn-protoporfirina
(ZnPP)-HPMA (HPMA-ZnPP)

Se disolvio protoporfirina IX (281 mg) en DMSO, y se afadié un polvo de copolimero de HPMA (570 mg) con
agitacion con un agitador magnético. Se afiadieron tetraetilamina (1,0 g), DMAP (1,2 g) y WSC (1,92 g) y se dejo
reaccionar a 50 °C con agitaciéon. A continuacion, se continud agitando la reaccién durante aproximadamente 12
horas. En la siguiente etapa, para separar el catalizador, se afiadié éter dietilico y se recuperaron los precipitados.
Se repitié esta etapa tres veces para obtener protoporfirina conjugada con HPMA (HPMA-PP) como precipitado. A
continuacion, se disolvi6 HPMA-PP en dimetilformamida y se sometié a cromatografia de permeacion de gel de
columna (BioBeads S-X1) para eliminar PP sin reaccionar. A continuacion, se disolvi6 HPMAPP en agua destilada,
seguido de didlisis utilizando una membrana de didlisis de 10 KDa o cromatografia en columna sobre Sephadex G-
25 o0 G-50 (columna ®: 1,0 a 5,0 cm x | 30 cm a 1,5 m) con agua como eluyente. A continuacion, se liofilizo la
solucion resultante para obtener un polvo (rendimiento: aproximadamente 650 mg). En las figuras 9a y 9c, se
muestran los espectros de absorcion UV-visible y fluorescencia, respectivamente.

Se obtuvo HPMA-ZnPP (rendimiento: aproximadamente 630 mg) de manera similar, con la excepcion de que se
utilizaron 280 mg de Zn-protoporfirina (ZnPP) en lugar de protoporfirina IX. En las Figuras 9b y 9d, se muestran los
espectros de absorcion de UV-visible y fluorescencia, respectivamente.

<Distribucién del tamario de particula de HPMA-PP y HPMA-ZnPP>

Se disolvio HPMA-PP o HPMA-ZnPP obtenidos en solucion salina fisiolégica a una concentracion de 1 mg/ml, y se
utilizé un analizador del tamafio de particulas (Photal Model ELSZ2, Ohtsuka Electron Inc., Osaka, Japdn) para
medir la distribucion de tamafio de HPMA-PP o HPMA-ZnPP. En la figura 10a y 10b, se muestran la distribucion del
tamafio de particula de HPMA-PP y HPMA-ZnPP respectivamente. Como resultado, el diametro medio de HPMA-PP
fue 18,2 + 7,4 nm, y el diametro medio de HPMA-ZnPP fue 82,8 + 41,8 nm.

<Comportamiento de HPMA-PP en la sangre en circulacion>

Se disolvio HPMA-PP en solucion salina fisioldgica y se inyecto la solucidon a una dosis de 30 mg/kg a través de la
vena caudal de ratones ddY. Con anestesia con éter, se tomd sangre después de laparotomizar a los ratones desde
la vena cava inferior con una jeringa heparinizada transcurridos 5 minutos, 2 horas, 24 horas y 48 horas desde la
inyeccion i.v. de HPMA-PP. Después de centrifugar las muestras de sangre a 2000 rpm, 4 °C, 20 min, se recogio
cada muestra de plasma. A continuacion, se afiadieron 10 ml de plasma a 2 ml de DMSO y se midi6 la intensidad de
fluorescencia de HPMA-PP a entre 635 y 660 nm con un espectrofotémetro de fluorescencia con excitacion a 420
nm, y se midi6 el periodo de tiempo del cambio de concentracion de HPMA-PP en plasma. El resultado muestra que
HPMA-PP se encuentra en una concentracion en el plasma diez veces mayor que PP libre (véase Figura 11a).

De manera similar, se trat6 HPMA-ZnPP, se midié la intensidad de fluorescencia de HPMA-ZnPP a entre 580 y 660
nm y se midié el periodo de tiempo del cambio de la concentracion de HPMA-ZnPP en plasma. El resultado
demuestra que HPMA-ZnPP se encuentra en una concentracion diez veces mayor en el plasma que ZnPP libre
(véase figura 11b).

<Ejemplo 6> (Ejemplo de referencia) Preparacion de rodamina conjugada con albumina.

En primer lugar, se disolvieron 100 mg de albdimina de suero humano en NaHCO3 0,1 My se ajusto el pH a entre 8,0
y 9,0, con agitacion con un agitador magnético. Se afadieron a esta solucion 20 mg de colorante fluorescente,
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) o similar a temperatura ambiente, y se
agité. Se continud la reaccion durante 5 a 6 horas o, cuando se dese6 un marcado mas extenso, se continud la
reaccion durante 20 horas a pH > 8,5. Para eliminar los productos de descomposicion y los materiales sin
reaccionar, se dializdé la mezcla de reaccion con agua destilada a través de un procedimiento convencional.
Alternativamente, se sometio la mezcla de reaccion a cromatografia de columna sobre Sephadex G-25 o G-50 (®
3,0 a5,0cm x| 70 a 80 cm) con agua destilada como eluyente. Se recogié la proteina marcada fluorescente
desalada por dialisis con un fluido de dialisis dentro o Sephadex seguido de liofilizacién del producto para obtener el
complejo deseado (rendimiento: aproximadamente 98 mg).

<Ejemplo 7> (Ejemplo de referencia) Deteccion de tumor fluorescente empleando sondas moleculares fluorescentes

Se inocularon en ambos lados de la piel dorsal de ratones ddY 10° células de tumor S180, en cada sitio. Cuando el
tumor llegé a de un tamario de un diametro palpable (5 a 8 mm), se les inyectd por via intravenosa rodamina unida a
albumina (200 mg/kg) obtenida en el Ejemplo 7 o micela SMA-ICG (30 mg/kg) obtenida en el Ejemplo 2. Se observé
la imagen fluorescente al cabo de 15 horas. Los resultados se muestran en la Figura 3.

En la Figura 3 (A) se muestra la imagen de fluorescencia de ratones portadores de tumor a los que se ha inyectado

rodamina conjugada con albumina (luz de excitacién: 535 nm + 15 nm, se observé fluorescencia con un filtro de
trayectoria de banda de 600 nm + 10 nm), y (B) muestra la imagen de fluorescencia de ratones portadores de tumor
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a los que se les ha inyectado SMA-ICG (luz de excitacion: 710 nm = 15 nm, se observo la imagen de fluorescencia
con un filtro de trayectoria de banda de 800 nm + 10 nm).

<Ejemplo 8> (Ejemplo de referencia) Generacién de oxigeno singlete ['O,] desde rosa de bengala tras irradiacion

Se demostro la generacion de oxigeno singlete [ O;] desde rosa de bengala tras irradiacion por RSE (resonancia de
spin del electrén). Se llevd a cabo la deteccion del radical '0, utilizando un agente de atrapamiento de spin TEMP
(2,2,6,6-tetrametilpiperidina, Wako Pure Chem. Inc., Osaka, Japon). Generalmente se utiliza TEMP como agente de
atraPamlento de spin para atrapar oxigeno singlete y formas de su aducto '0, que presenta sefal triplete especifica
de [ O] para su deteccion por espectroscopia de RSE (resonancia de spin del electron).

Se afiadio TEMP a una solucion salina fisioldgica que contenia micela SMA-rosa de bengala (SMA-RB) obtenida en
el Ejemplo 3 o rosa de bengala libre a 33,0 uM, a 30 mM, y se realiz6 la irradiacion de luz del siguiente modo; se
obtuvieron espectros de RSE.

Se llevo a cabo la medida de ESR utilizando un instrumento de medida de RSE de tipo banda X (JEOL Co. Ltd,
Tokio, Modelo FA 100), a una potencia de microondas de 4,0 mW, amplitud de 200 KHz, y ancho de modulacién de
0,1 [mT]. Se llevo a cabo la irradiacion de luz utilizando una lampara de xenén 650 W (Master Projector Co., Modelo
Master Lux-S, Rikagaku Seiki Co. Ltd, Tokio) a 10 cm de distancia desde el orificio de la lente al mismo tiempo que
se refrigeraba con un ventilador de aire.

Tal como se muestra en la Figura 12, de manera similar a RB libre, la micela SMA-RB genera también oxigeno
singlete, cuya intensidad fue aumentando dependiendo del tiempo de irradiacion. En cambio, RB libre presenté un
claro descenso al cabo de diez minutos, y dejo de generar oxigeno singlete completamente al cabo de 20 minutos o
mas tiempo de irradiaciéon y por tanto [02] dejo de ser detectable. Esto sugiere que RB libre se descompone
rapidamente por irradiaciéon de luz. A partir de estos resultados, es evidente que la micela de SMA-RB puede
generar establemente oxigeno singlete durante un periodo de tiempo mas prolongado que RB libre, que es
aproximadamente mas estable que RB libre y que por lo tanto, la micela de SMA-RB es mucho mas util en
comparacion con RB libre. Dicha generacion de oxigeno singlete en tumores induce muerte celular apoptética o
necrotica de células tumorales por reaccion del oxigeno singlete con las células tumorales, y por tanto, es de esperar
que tenga un efecto tumoral.

<Ejemplo 9> (Ejemplo de referencia) Efecto citotoxico de micela de SMA-MB en células PC1.0 linea celular de
cancer pancreatico humano

Se colocaron células de cancer pancreatico humano PC1.0 en una placa de cultivo de 96 pocillos a 1000
células/pocillo y se cultivaron durante toda la noche. A continuacioén, se afiadié azul de metileno (MB) o micela de
SMA-azul de metileno (SMA-MB) a las células de cultivo indicadas, y se dejo en cultivo otras 48 horas. Se llevo a
cabo la irradiacion de luz utilizando una lampara de xenén de tungsteno a 15 cm de distancia desde la superficie
celular durante 20 minutos. A continuacion, se determiné cuantitativamente la tasa de supervivencia de las células
por método MTT. Los resultados mostraron que el efecto citotoxico habia aumentado significativamente por la
exposicion de luz en ambos grupos. En la figura 13 y en la Tabla 1 se muestran los resultados.

Lineas celulares Muestras de ensayo Irradiacion de luz | 1Csp (UM)

PC1.0 (linea celular de cancer pancreatico | Azul de metileno Ninguna 4,5

humano) 20 min 0,5
Micela de SMA-azul de | Ninguna 55
metileno 20 min 0,1
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo que comprende una molécula fluorescente y una macromolécula biocompatible,

donde la molécula fluorescente se selecciona entre rosa de bengala, verde de indocianina (ICG), ftalocianina unida a
Zn, feoforbida unida a Zn, azul de metileno, foscan unido a Zn, Zn-ortofenantrolina, Cu fenantrorina, acriflavina,
acrinol, acridina amina, acridina, naranja de acridina, aminofluoresceina, tetrametilrodamina, aminorodamina,
diclorofluoresceina, protoporfirina unida a Zn (ZnPP), aclarrubicina, pirarrubicina y mezclas de los mismos, donde la
macromolécula biocompatible se selecciona entre polimeros de hidroxipropilmetacrilamida, polimeros de
hidroxipropilmetacrilamida en los que se ha introducido un grupo funcional y mezclas de los mismos.

2. El complejo de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la molécula fluorescente se selecciona entre rosa de
bengala, azul de metileno, foscan unido a Zn, protoporfirina unida a Zn (ZnPP), aclarrubicina, pirarrubicina y mezclas
de los mismos.

3. El complejo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde la molécula fluorescente es pirarrubicina.

4. El complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la molécula fluorescente (1) no esta
unida covalentemente a la macromolécula biocompatible y el complejo esta en forma de una micela en la que la
molécula fluorescente esta encapsulada en una macromolécula biocompatible, (2) esta unida covalentemente a la
macromolécula biocompatible a través de un espaciador o (3) esta unida covalentemente a la macromolécula
biocompatible sin un espaciador.

5. El complejo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4, para su uso como una sonda molecular fluorescente
macromolecular para deteccién fluorescente de tumor.

6. El complejo de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la deteccion fluorescente de tumor es posible mediante el
uso de un endoscopio fluorescente o laparoscopio fluorescente.

7. El complejo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para su uso como un agente antitumoral.
8. El complejo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para su uso en tratamiento fotodinamico.
9. Un método para producir el complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que comprende:

(a) hacer reaccionar un grupo funcional de una macromolécula biocompatible con un grupo funcional de una

molécula fluorescente para unir el grupo funcional de la macromolécula biocompatible al grupo funcional de la
molécula fluorescente.
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[Figura 1]
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[Figura 2]
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Figura 2. Esquema de reaccidédn de la preparacidn de un complejo
que comprende una molécula fluorescente (FITC) y SMA, en la
que la molécula fluorescente estd unida covalentemente con SMA
a través de un espaciador (lisina). Entre 1la cantidad en
exceso (moles n veces) de lisina afiadida, se conjugan m moles
de lisina con SMA.

[Figura 3]
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Figura 3. Deteccidon de tumor de alta sensibilidad mediante el
uso de una sonda molecular fluorescente. Las zonas brillantes a
la derecha y a la izquierda mostradas con flechas indican las
zonas de tumor.
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[Figura 4]
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[Figura 5]
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[Figura 6]
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[Figura 7]
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[Figura 9]
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[Figura 10]
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[Figura 11]
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Figura 1ll-a. Cinética en la sangre de PP libre y HPMA-FP.
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Figura 1l-b. Cinética en sangre de ZnPP libre y HPMA-ZnPP
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[Figura 12]
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[Figura 13]

Viabilidad celular relativa (%)

125

25

-« AZU| de metileno + luz 20 min

-~ SMA-azul de metileno + luz 20 min
&~ SMA — azul de metileno
¢ Azul de metileno

i
B S

o

g
—_ -

Irradiacion de luz (+)

“~-:T ”‘ }}Irradiacic’m de luz (-)
- 4

Concentracién de azul de metileno (pM)

27

"
0 2 4

6



ES 2627026 T3

[Figura 7(A)]
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[Figura 9a]
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Figura 9. Espectros de absorcién UV/visible de HPMA-PP y PP libre
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[Figura 9b]
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Figura 9b. Espectros de absorcidén UV/visible de HPMA-Zn PP
y Zn PP libre

30



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

