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DESCRIPCION
Diagnéstico para cancer
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a un agente para su uso en un método de diagnoéstico “in vivo” de
cancer que especificamente emite fluorescencia en un tejido canceroso en un tiempo corto cuando se aplica a una
parte en la que se sospecha la presencia de un tejido canceroso.

Antecedentes técnicos

Las técnicas de diagnéstico por la imagen tales como las basadas en PET o IRM se han usado ampliamente como
métodos para diagnosticar cancer en afnos recientes. Sin embargo, por medio de estas técnicas, es dificil encontrar
microcarcinomas no mayores de 1 cm. Ademas, estas técnicas también tienen problemas de que se requieren
instrumentos a escala muy grande para la imagenologia, y no son adecuadas como métodos diagnosticos para
identificar una lesion cancerosa que va a extirpar un cirujano durante la cirugia, endoscopia o similar.

Se ha descrito recientemente un método de imagenologia de cancer que utiliza una sonda compleja que consiste en
una combinacién de un anticuerpo contra un cancer y una sonda fluorescente sensible al pH (Nat. Med., 15, pp.104-
109, 2009). Este método tiene un rasgo caracteristico en que es alcanzable la imagenologia especifica de un tejido
canceroso con fluorescencia. Sin embargo, este método tiene problemas de que la sensibilidad del complejo de
sonda usado en este método es insuficiente, y que se requiere un tiempo de 1 hora o0 mas antes de que una lesion
cancerosa se vuelva detectable después de la administracién de la sonda. Por estas razones, el método no se ha
usado todavia de forma practica como un método para el diagnéstico rapido de un tejido canceroso durante cirugia o
similar.

Como sondas fluorescentes que utilizan una estructura de xanteno, se han desarrollado sondas fluorescentes para
la medida de proteasa que tienen sensibilidad y cuantificabilidad rapida superior, y como una sonda fluorescente que
especificamente reacciona con y-glutamiltransferasa (GGT) para dar fluorescencia intensa en un tiempo corto,
también se ha descrito y-Glu-RhoHM (Masayo Sakabe, "Development of novel fluorescent probes for enzyme
activity detection utilizing ring opening for the basis of fluorescence control", Tesis de Master en el Departamento de
Postgrado de Ciencias Farmacéuticas, Universidad de Tokio, presentada en la junta de Tesis de Master del 5 de
marzo, 2009, el resumen se puede leer en la Biblioteca de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Universidad de
Tokio). Sin embargo, el uso de esta sonda fluorescente para el diagndstico del cancer no se ha descrito todavia.

Ademas, se ha descrito que el fomento de la expresion de y-glutamiltransferasa se observa en células cancerosas, y
este fomento de expresion se relaciona con resistencia a farmacos (Biochemical Pharmacology, 71, pp:231-238,
2006). Sin embargo, no se ha descrito hasta ahora ningin método diagndstico para identificar una célula cancerosa
o un tejido canceroso con gran precision detectando y-glutamiltransferasa.

Referencias del estado de la técnica
Documentos de no patente

Documentos de no patente 1: Biochemical Pharmacology, 71, pp:231-238, 2006

Documentos de no patente 2: Nat. Med., 15, pp.104-109, 2009

Documentos de no patente 3: Masayo Sakabe, Tesis de Master en el Departamento de Postgrado de Ciencias
Farmacéuticas, Universidad de Tokio, presentacion en la junta de tesis de Master del 5 de marzo, 2009, y los
resiumenes de las tesis de Master se pueden leer en la Biblioteca de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Universidad de Tokio.

Compendio de la invencion
Objeto que se va a alcanzar por la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de
cancer. Mas especificamente, el objeto de la presente invencion es proporcionar un agente para su uso en un
método de diagnodstico “in vivo” de cancer que especificamente emite fluorescencia en un tejido canceroso cuando
se aplica a una parte en la que se sospecha la presencia de un tejido canceroso, y también proporcionar un agente
para diagnosticar cancer que pueda alcanzar la identificacion rapida de un tejido canceroso en una operacion
quirdrgica, endoscopia, o similar.

Medios para alcanzar el objeto
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Los inventores de la presente invencion realizaron varias investigaciones para alcanzar el objeto anteriormente
mencionado. Como resultado, encontraron que cuando un compuesto representado por la siguiente formula general
(), que actia como una sonda fluorescente para la medida de y-glutamiltransferasa, se aplicé a una parte en la que
se sospecha la presencia de un tejido canceroso, se emitié especificamente fluorescencia intensa solo desde tejido
canceroso, y la intensidad de la fluorescencia alcanzé un nivel suficiente en un tiempo corto, por ejemplo,
aproximadamente en varias decenas de segundo a varios minutos, para alcanzar con éxito la identificacion
extremadamente facil del tejido canceroso. La presente invencion se logré en base a los hallazgos anteriormente
mencionados.

Por tanto, la presente invencién proporciona un agente para su uso en el diagndéstico “in vivo” de cancer que
comprende un compuesto representado por la siguiente formula general (1):

[Férmula 1]

COOH

NH,

en donde R’ representa un atomo de hidrégeno, o de uno a cuatro sustituyentes iguales o diferentes que se unen al
anillo de benceno selecmonados de un grupo anullo de C+-Cs, un grupo alcoxilo, un atomo de halégeno, un grupo
amino, un grupo acilo; RZ R, R, R, R y R’ |ndepend|entemente representan un atomo de hidrégeno, un grupo
hidroxilo, un grupo alquilo de C1 Ca, o un atomo de halégeno; R® y R® independientemente representan un atomo de
hidrégeno, o un grupo alquilo de C4-Cg; y X representa un grupo alquileno de C4-Cs, 0 una sal del mismo como un
ingrediente activo.

Segun una forma de realizacion preferida de la invencién anteriormente mencionada, se proporciona el agente
anteriormente mencionado para uso en el diagnéstico “in vivo de cancer que co é)rende el compuesto
anteriormente mencionado o una sal del mismo, en donde R', R? R® R* R’ R° R’, R y R’ son atomos de
hidrégeno, y X es un grupo metileno.

Segun otras formas de realizacion preferidas de la presente invencién, se proporciona el agente anteriormente
mencionado para uso en el diagnoéstico “in vivo” de cancer que se usa para un tratamiento quirdrgico de un cancer o
un diagnostico para un cancer; el agente anteriormente mencionado para uso en un método de diagnéstico “in vivo”
de cancer, en donde el tratamiento quirdrgico de un cancer o el diagndstico de un cancer es una cirugia abierta tal
como craneotomia, toracotomia o laparotomia, una cirugia endoscépica, o endoscopia; y el agente anteriormente
mencionado para diagnosticar cancer que se usa para un diagnostico rapido durante cirugia.

Desde otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un agente para su uso en un método de diagndstico “in
vivo” de cancer, que comprende las siguientes etapas:

(1) la etapa de aplicar un compuesto representado por la anteriormente mencionada férmula general (I) o una sal del
mismo a una parte de un cuerpo vivo que contiene un tejido canceroso, y

(2) la etapa de identificar el tejido canceroso en la parte de un cuerpo vivo detectando la fluorescencia emitida por un
compuesto representado por la siguiente férmula general (11):

[Férmula 2]
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(in

en donde R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, Ra, R® y X tienen los mismos significados que los definidos anteriormente) o una
sal del mismo que se genera en el tejido canceroso.

Efecto de la invencion

Al usar el agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer proporcionado por la presente
invencion, se emite especificamente fluorescencia intensa solo desde un tejido canceroso, y segun esto, se hace
posible identificar de forma precisa un tejido canceroso. Ademas, el agente para su uso en un método de diagnostico
“in vivo” de cancer de la presente invencion da fluorescencia extremadamente intensa en un tejido canceroso en un
tiempo corto desde aproximadamente varias decenas de segundos hasta varios minutos, el agente tiene un rasgo
caracteristico en que se logra una identificacion extremadamente rapida de un tejido canceroso durante una
operacion quirurgica o un diagnoéstico. Ademas, el agente también tiene un rasgo caracteristico en que el diagndstico
usando el agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer de la presente invencion se puede
llevar a cabo por medio de una luz visible que es segura para los cuerpos vivos.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] Esta figura muestra los cambios de absorcion y espectro de fluorescencia del compuesto (2) (y-Glu-
RhoHM) después de la reaccion con y-glutamiltranspeptidasa (GGT), y la cuantificabilidad de la reaccion de y-Glu-
RhoHM.

[Figura 2] Esta figura muestra una imagen obtenida por imagenologia usando el compuesto (2) desde fuera del
cuerpo.

[Figura 3] Esta figura muestra una imagen intraabdominal después de laparostomia (arriba) e imagen mesentérica
después de laparotomia (abajo) obtenidas por imagenologia usando el compuesto (2). En cada imagen, se muestra
una imagen con luz blanca en el lado izquierdo, y se muestra una imagen de fluorescencia en el lado derecho.

[Figura 4] Esta figura muestra imagenes obtenidas por imagenologia viva usando un endoscopio de fluorescencia
con el compuesto (2). En cada uno de los resultados obtenidos inmediatamente después de rociar (0 s), y 30
segundos, 60 segundos, 90 segundos y 10 minutos después de rociar, se muestra una imagen con luz blanca en el
lado izquierdo, y se muestra una imagen de fluorescencia en el lado derecho. La “imagen con luz blanca” es una
imagen obtenida en un modo de endoscopio habitual, no un modo de fluorescencia, para comparacion.

Modos de llevar a cabo la invenciéon

El grupo alquilo mencionado en esta especificacion puede ser un grupo alquilo lineal o ramificado, o puede ser un
grupo alquilo que consiste en una combinacion de los mismos. El nimero de carbonos del grupo alquilo esta
limitado, el nUmero puede ser de 1 a 6, preferiblemente aproximadamente de 1 a 4.

Las descripciones anteriores se aplican similarmente a las fracciones alquilo de otros sustituyentes que contienen
una fraccion alquilo (por ejemplo, un grupo alquiloxi).

R' representa un atomo de hidrogeno, o de uno a cuatro sustituyentes que se unen al anillo de benceno
seleccionados de un grupo alquilo de C4-Cs, un grupo alcoxilo de C4-Cg, un atomo de halégeno, un grupo amino, un
grupo acilo. Cuando hay dos o mas sustituyentes en el anillo de benceno, pueden ser iguales o diferentes. Como R,
se prefiere un atomo de hidrégeno.

R% R, RY, R% R® y R’ independientemente representan un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo
de C1 Ca, 0 un atomo de halégeno. Es preferido que R? y R’ sean atomos de hldrogeno Tamblen es preferido que
R® R R® y R® sean atomos de hidrogeno. Lo mas preferido es que todos de R? R} R* R° R® y R’ sean atomos de
h|drogeno
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R® y R® independientemente representan un atomo de hidrégeno, o un grupo alquilo de C4-Cs. Cuando tanto R®
como R° respresentan un grupo alquilo de C4-Cs, pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo, se prefiere que tanto
R® como R? sean atomos de hidrogeno, o R® es un grupo alquilo de C4-Cs y R es un atomo de hidrégeno, y es mas
preferido que tanto R® como R sean atomos de hidrégeno.

X representa un grupo alquileno de C4-Cs. Los grupos alquileno pueden ser o bien un grupo alquileno lineal o un
grupo alquileno ramificado. Por ejemplo, ademas del grupo metileno (-CHs-), grupo etileno (-CH.-CH>-) y grupo
propileno (-CHy-CH,-CHy-), también se pueden usar -CH(CHgs)-, -CH,-CH(CHs)-, -CH(CH2CH3)- como grupos
alquileno ramificados. Entre ellos, el grupo metileno y el grupo etileno son preferidos, y el grupo metileno es mas
preferido.

El compuesto representado por la anteriormente mencionada formula general (l) puede existir como una sal. Los
ejemplos de la sal incluyen una sal de adicién de base, una sal de adiciéon acida, una sal de aminoacido. Los
ejemplos de las sales de adicion de base incluyen, por ejemplo, sales metdlicas tal como sales de sodio, sales de
potasio, sales de calcio, y sales de magnesio; sales de amonio, y sales de amina organica tal como sales de
trietilamina, sales de piperidina, y sales de morfolina. Los ejemplos de la sal de adicién acida incluyen, por ejemplo,
sales de acido mineral tal como clorhidratos, sulfatos, y nitratos, y sales de acido organico tal como
metanosulfonatos, p-toluenosulfonatos, citratos y oxalatos. Los ejemplos de sales de aminoacido incluyen sales de
glicina. Sin embargo, las sales de los compuestos de la invencidn no estan limitadas a estos ejemplos.

El compuesto representado por la féormula general (1) puede tener uno o dos o mas carbonos asimétricos
dependiendo del tipo de sustituyente, y puede existir estereoisomeros tal como isdmeros O&pticos o
diastereoisomeros. Tales estereoisémeros en formas puras, mezclas arbitrarias de estereoisémeros, racematos,
estan todos dentro del ambito de la presente invencion.

El compuesto representado por la formula general (I) o una sal del mismo puede existir como un hidrato o un
solvato, y cualquiera de estas sustancias esta dentro del ambito de la presente invencion. El tipo de solvente que
forma el solvato no esta particularmente limitado. Por ejemplo, se pueden ejemplificar tales solventes como etanol,
acetona e isopropanol.

El compuesto representado por la formula general () se puede preparar facilmente a partir de, por ejemplo, un
compuesto xanteno que tiene grupos amino en las posiciones 3 y 6 y un grupo 2-carboxifenilo o un grupo 2-
alcoxicarbonilfenilo en la posicion 9 o similar usado como el material de partida, por ejemplo, convirtiendo el grupo 2-
carboxifenilo o grupo 2-alcoxicarbonilfenilo en la posiciéon 9 en un grupo hidroxialquilo y después acilando el grupo
amino en la posiciéon 3. Como el compuesto 3,6-diaminoxanteno utilizable como material de partida, los ejemplos
incluyen, por ejemplo, rodamina 110, rodamina 123, que estan todos comercialmente disponibles, pero el compuesto
3,6-diaminoxanteno no esta limitado a estos ejemplos, y se puede elegir un compuesto xanteno apropiado
dependiendo de la estructura del compuesto objetivo.

Un método de preparacion para un compuesto tipico entre los compuestos de la presente invencion representado
por la férmula general (1) se describe especificamente en los ejemplos mencionados en esta especificacion, y segin
esto, los expertos en la materia pueden preparar facilmente un compuesto arbitrario entre los compuestos
representados por la formula general (1), con referencia a las divulgaciones de la presente especificacion, y eligiendo
apropiadamente materiales de partida, reactivos, condiciones de reaccion, segun se requiera.

El compuesto representado por la formula general (I) por si es sustancialmente no fluorescente. Mientras que,
cuando el grupo y-glutamilo se hidroliza por la y-glutamiltransferasa, el compuesto se vuelve rapidamente un
tautdbmero que tiene una estructura de anillo abierto para dar un compuesto fuertemente fluorescente representado
por la férmula general (Il). Por tanto, el agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer de la
presente invencion que comprende el compuesto representado por la formula general (I) o una sal del mismo como
un ingrediente activo tiene una propiedad que el agente es hidrolizado por y-glutamiltransferasa expresada
especifica y fuertemente en un tejido canceroso para dar un compuesto representado por la férmula general (II) que
emite fluorescencia intensa en el tejido canceroso, y aplicando el agente a una parte en que se sospecha la
presencia de un tejido canceroso, solo un tejido canceroso viene a emitir especificamente fluorescencia intensa en
varias decenas de segundos a varios minutos.

Por ejemplo, cuando el compuesto representado por la férmula general (1) o una sal del mismo se irradia con una luz
de excitacion de aproximadamente 440 a 500 nm en una regién de pH neutro, el compuesto no emite casi
fluorescencia, mientras que el compuesto representado por la formula general (Il) tiene una propiedad de emitir
fluorescencia fuerte en las mismas condiciones (por ejemplo, emision: 524 nm). Por tanto, cuando se lleva a cabo el
diagndstico usando el agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer de la presente invencion,
habitualmente se puede irradiar una luz visible de aproximadamente 440 a 500 nm, preferiblemente una luz visible
de aproximadamente 445 a 490 nm, mas preferiblemente una luz visible de aproximadamente 450 a 480 nm. La
longitud de onda de fluorescencia que se va a observar es habitualmente de aproximadamente 510 a 800 nm, y, por
ejemplo, es preferible observar fluorescencia de aproximadamente 516 a 556 nm.
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En esta especificacion, el término “tejido canceroso” significa un tejido arbitrario que contiene una célula cancerosa.
El término “tejido” se debe interpretar en su sentido mas amplio, incluyendo una parte y el total de 6rganos, y no se
debe interpretar en ningin modo limitante. El agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer de
la presente invencion tiene una accion de detectar y-glutamiltransferasa especifica y fuertemente expresada en un
tejido canceroso, y segun esto, el tejido canceroso es preferiblemente un tejido que expresa mucho y-
glutamiltransferasa. Tal tejido canceroso se explica, por ejemplo, en Biochemical Pharmacology, 71, pp:231-238,
2006. Ademas, en esta especificacion, el término “diagnostico” se debe interpretar en su sentido mas amplio,
incluyendo confirmar de forma macroscopica o microscopica la presencia de un tejido canceroso en una parte
arbitraria de un cuerpo vivo.

El agente para su uso en un método de diagnostico “in vivo” de cancer de la presente invencion se puede usar, por
ejemplo, durante una operacioén quirdrgica o un diagnoéstico. En esta especificacion, el término “operacion quirdrgica”
abarca cirugias arbitrarias aplicadas para terapia contra el cancer incluyendo cirugias abiertas tal como craneotomia,
toracotomia y laparotomia, operaciones de la piel, que estan acompafiadas por incision, asi como cirugias
endoscopicas usando gastroscopio, endoscopia del intestino grueso, laparoscopio, toracoscopio, o similares. El
término “diagndstico” abarca tratamientos diagndsticos usando un endoscopio tal como un gastroscopio y
endoscopio del intestino grueso, procedimientos que acompafan a tratamientos diagnosticos tal como escision y
recogida de tejidos, asi como tratamientos diagndsticos realizados para tejidos extraidos y recogidos de cuerpos
vivos. Estos términos se deben interpretar en sus sentidos mas amplios, y no se deben interpretar en ningin modo
limitante.

Los canceres que se pueden diagnosticar con el agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer
de la presente invencion no estan particularmente limitados, y abarcan tumores malignos arbitraros incluyendo
sarcoma. El agente preferiblemente se usa para diagndstico de un carcinoma sélido. Como una de las formas de
realizacion preferidas, por ejemplo, el agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer de la
presente invencion se puede aplicar a un parte o el total de un campo de operacion quirargica realizada
macroscopicamente o con un endoscopio por un método apropiado tal como rociado, aplicaciéon o infusion, y
después de varias decenas de segundos a varios minutos, la parte aplicada se puede irradiar con una luz de
longitud de onda de aproximadamente 500 nm. Cuando un tejido canceroso esta incluido en la parte aplicada, el
tejido viene a emitir fluorescencia, y por tanto el tejido se identifica como un tejido canceroso, y se extirpa junto con
tejidos circundantes. Por ejemplo, en tratamientos quirirgicos de carcinomas tipicos tal como cancer gastrico,
cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de colon, cancer de higado, cancer de vesicula biliar, y cancer
pancreatico, se puede realizar diagnostico definido para tejidos de carcinoma que se puede confirmar
macroscopicamente, y también se pueden diagnosticar infiltracion, metastasis a tejidos linfaticos tal como ganglios
linfaticos, asi como 6rganos y tejidos circunferenciales. Por tanto, se vuelve posible realizar diagnéstico rapido
durante una cirugia para determinar una regiéon que se va a extirpar.

Como otra forma de realizacion preferida, por ejemplo, en gastroscopia o endoscopia del intestino grueso, el agente
para diagnosticar cancer de la presente invencion se puede aplicar a una parte que se va a ensayar por un método
apropiado tal como rociado, aplicacion, o infusion, y después de varias decenas de segundos a varios minutos, la
parte aplicada se puede irradiar con una luz de longitud de onda de aproximadamente 500 nm, y cuando se detecta
un tejido que emite fluorescencia, el tejido se puede identificar como un tejido canceroso. Cuando se identifica un
tejido canceroso en endoscopia, la extirpacion diagnostica o terapéutica se puede realizar contra el tejido.

Una concentracion para la aplicacion del agente para su uso en un método de diagnoéstico “in vivo” de cancer de la
presente invencion no esta particularmente limitada. El agente se puede aplicar preferiblemente a un tejido, en el
que se sospecha la presencia de un tejido canceroso, como una solucién de una concentracion de
aproximadamente 1 a 1.000 uM, y el agente en general se aplica preferiblemente en una condicién neutra. El agente
se puede usar en un intervalo de, por ejemplo, pH 5,0 a 9,0, preferiblemente de pH 6,0 a 8,0, mas preferiblemente
de pH 6,8 a 7,6. Aunque el compuesto representado por la anteriormente mencionada férmula general (I) o una sal
del mismo, por si, se puede usar como el agente para su uso en un método de diagnéstico “in vivo” de cancer de la
presente invencién, el compuesto o una sal del mismo se puede usar como una composicion mezclando el
compuesto o una sal del mismo con aditivos generalmente usados para la preparacion de reactivos, si es necesario.
Por ejemplo, como aditivos para uso de reactivos en condiciones fisiologicas, se pueden usar tales aditivos como
ayudas de disolucion, ajustadores de pH, tampones, y agentes isotonicos, y las cantidades de estos aditivos las
pueden elegir adecuadamente los expertos en la materia. Tal composicion se puede proporcionar como esas en
formas apropiadas, por ejemplo, mezclas en polvo, productos liofilizados, granulos, comprimidos, soluciones, y se
pueden disolver en agua para inyeccion o un tampon apropiado en el momento del uso, y aplicar.

Ejemplos

La presente invencion se explicara de forma mas especifica con referencia a ejemplos. Sin embargo, el ambito de la
presente invencion no esta limitado por los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
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Se preparo el compuesto (2) segun el siguiente esquema.

[Férmula 3]

X X
p ® o
OOH QOMs

H2S04 LIAIH, Cloranil
= —e T - s
% +  WeOH @ O + THF N 4
HaN fo NI-T, Ha 0 NH, HaN™ NH;

(1)

Boc-Glu-OtBu
HATU

X TFA
DIEA N N
DMF CHzClp

(a) Sintesis del compuesto (1) (RhoHM)

Se disolvié rodamina 110 (285 mg, 0,8 mmol, 1 eq.) en metanol (10 ml), a la solucién se afiadié acido sulfurico, y la
mezcla se agité a 80°C durante 10 horas en una atmosfera de argdn. El solvente de reaccion se elimind a presion
reducida, y el residuo se lavd con hidrogenocarbonato de sodio acuoso saturado y agua. El sdélido resultante se
disolvio en tetrahidrofurano (THF, 10 ml), a la solucién se afadié una solucion de metoxido de sodio 5 M (en
metanol, 400 ul, 0,8 mmol, 1 eq.) a 0°C en una atmdsfera de argdn, y la mezcla se agité durante 10 minutos. A
continuacion, a la mezcla se afiadio hidruro de litio y aluminio (333 mg, 8 mmol, 10 eq.), y la mezcla se agité durante
3 horas. A la mezcla se afiadio cloruro de amonio acuoso saturado (5 ml), el solvente se eliminé a presion reducida,
y el sélido resultante se extrajo con diclorometano y una solucion acuosa saturada de acido tartarico tetrahidrato, sal
de potasio y sodio. A la fase organica se afadié sulfato de sodio, y se filtrd, y después el solvente se elimind para
obtener un sélido. El solido resultante se disolvié en diclorometano, a la solucién se afiadié cloranil (196 mg, 1 mmol,
1 eq.), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. El solvente se eliminé a presion reducida, y
el residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol = 10:1) para obtener el compuesto
objetico (104 mg, 41%).

"H RMN (300 MHz, CD3;0D): 6 7,64 (d, 1H, J=7,7 Hz), 7,56 (t, 1H, J = 7,6 Hz), 7,44 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 7,17 (d, 1H,
J =7,5Hz), 7,03-7,00 (m, 2H), 6,71-6,74 (m, 4H), 4,23 (s, 2H)

3C RMN (400 MHz, CD;0OD): & 161,5, 159,9, 159,6, 141,0, 133,4, 132,2, 131,3, 130,3, 129,5, 128,8, 118,0, 115,0,
98,4, 62,8

HRMS (ESI-F) Calculada para [M+H]", 317,12900, determinada, 317,12862 (-0,38 mmu)

(b) Sintesis del compuesto (2) (yGlu-RhoHM)

El compuesto (1) (0,05 mmol, 1 eq.), HATU (0,11 mmol, 2 eq.) y N,N-diisopropilmetilamina (0,11 mmol,, 2 eq.) se
disolvieron en dimetilformamida (DMF, 2 ml), y la solucion se agité a 0°C durante 10 minutos en una atmdsfera de
argon. A continuacion, se afiadio DMF (0,5 ml) que disolvia Boc-Glu-OtBu (0,05 mmol, 1 eq.) a la solucion, y la
mezcla se agité durante 15 horas. El solvente de reaccion se elimind a presion reducida, después el sélido obtenido
se disolvio en diclorometano (2 ml) y acido trifluoroacético (TFA, 2 ml), y la solucion se agité durante 30 minutos. El
solvente se eliming, y el residuo se purificod usando HPLC (eluyente A: H.O que contenia TFA al 0,1%, eluyente B:
CH3CN (80%) y H20 (20%) que contenia TFA al 0,1%, A/B = de 80/20 a 0/100 en 40 minutos) para obtener el
compuesto objetivo.

Compuesto (2)

'"H RMN (300 MHz, CD;0D): & 8,39 (s, 1H), 7,62-7,61 (m, 2H), 7,50-7,47 (m, 1H), 7,39 (d, 1H, J = 7,8 Hz), 7,24 -
7,22 (m, 3H), 6,94 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 6,86 (5, 1H), 4,25 (s, 2H), 3,96 (t, 1H, J = 6,3 Hz), 2,71-2,69 (m, 2H), 2,30-2,27
m, 2H)

gSC RMN (400 MHz, CDs0OD): 6 173,4, 171,8, 164,5, 163,1, 160,7, 157,1, 148,7, 141,2, 134,9, 131,9, 131,7, 130,5,
129,8, 129,0, 121,4, 119,4, 118,5, 106,9, 98,5, 63,1, 53,5, 33,4, 26,6

HRMS (ESI+) Calculada para [M-H]", 446,17160, determinada, 446,17195 (+0,36 mmu).

Ejemplo 2
El compuesto (2) (yGlu-RhoHM) formado por unién del residuo acilo derivado del acido glutamico a un grupo amino
del compuesto (1) (RhoHM) se disolvié en un tampén fosfato neutro, y y-glutamiltranspeptidasa (GGT, rifidn equino,

SIGMA G9270-100UN) se hizo reaccionar con la solucion. Especificamente, 3 yl de una solucion 5 uyM del
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compuesto en dimetilsulféxido (DMSQO) se disolvieron a una concentracion final de 5 yM en 3 ml de un tampdn
fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,4), y se afiadié GGT (1,1 U) para la reacciéon enzimatica a 37°C. La longitud de onda de
excitacion fue 501 nm. Como resultado, se produjo un compuesto que tiene una estructura de anillo abierto por
hidrélisis del grupo acilo, y subidas notables de absorcién e intensidad de fluorescencia se observaron
inmediatamente (Fig. 1).

La solucion de DMSO del compuesto (5 mM) en un volumen de 3 pl se disolvié en 3 ml de un tampdn fosfato de
sodio 0,1 M (pH 7,4) a una concentracion final de 5 uyM, y la reaccion enzimatica se realizé a 37°C. Se representaron
los valores de intensidad de fluorescencia observados con cada cantidad de la enzima 9 minutos después de la
adicién de la enzima. La longitud de onda de excitacion fue 501 nm, y la longitud de onda de emisién de
fluorescencia fue 524 nm. Como resultado, el compuesto dio aumento lineal de intensidad de fluorescencia de una
manera dependiente de la cantidad de GGT afiadida (Fig. 1).

Ejemplo 3

Se examind la especificidad de enzima del compuesto (2). La solucion de DMSO (5 mM) en un volumen de 3 pl se
disolvié en 3 ml de un tampodn fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,4) a una concentracion final de 5 uM, y se afiadio LAP
(0,4 U) a la solucién para realizar la reaccion enzimatica a 37°C. Como resultado, no se observd aumento en la
intensidad de fluorescencia después de la reaccién del compuesto (2) (yGlu-RhoHM) con LAP. Mientras, el
compuesto (2) reacciond con GGT para dar intensidad de fluorescencia notable (ejemplo 2), y por tanto se considerd
que yGlu-RhoHM especificamente detectaba GGT.

Ejemplo 4: Imagenologia de fluorescencia usando un ratén modelo de cancer

Se conoce la metastasis diseminada del cancer ovarico al peritoneo como una complicacion letal que se produce en
general del cancer ovarico. Tal metastasis al peritoneo empieza a producirse en un estadio relativamente temprano
del cancer ovarico, el tumor invade la membrana coriénica, y cae en la cavidad abdominal, y como resultado, el
tumor se metastatiza a los otros érganos en la cavidad abdominal segun se dispersan las semillas (metastasis de
diseminacion). Para reproducir experimentalmente este fendmeno, células SHIN3 de origen de cancer ovarico se
administraron por via intraperitoneal a ratones atimicos para preparar un modelo de diseminacién peritoneal
(Neoplasia, 8, pp.607-612, 2006).

Las células SHIN3 derivadas de cancer ovarico humano se cultivaron a 37°C en el medio RPMI 1640 que contenia
SBF al 10%, 100 U/ml de penicilina, y 100 pyg/ml de estreptomicina en CO, al 5%. Después de que las células
alcanzaran subconfluencia, las células se lavaron con PBS (solucion salina tamponada con fosfato), y se eliminaron
con tripsina-EDTA de modo que se separaron células individuales. Las células tratadas se centrifugaron (100 x g,
4°C, 3 minutos), y después el sobrenadante se desecho, se afiadié PBS helado a las células para resuspenderlas a
una densidad celular de 1 x 10° células/300 Ml. La suspension de células preparada se administré inmediatamente
por via intraperitoneal a ratones atimicos de aproximadamente 8 semanas de edad en un volumen de 300 pl (1 x 10°
células) por ratén. Los ratones tratados se criaron durante aproximadamente 5 a 10 dias. La formacién de un gran
numero de tumores de aproximadamente 0,1 mm a varios milimetros en sitios adyacentes al pancreas y bazo y en el
mesenterio se confirmo en general en este periodo.

Una solucién del compuesto (2) (yGlu-RhoHM) en PBS (50 uM) en un volumen de 300 pl se administré por via
intraperitoneal (i.p.) a los ratones del modelo de diseminacion peritoneal. Se realizdé imagenologia de fluorescencia
irradiando una luz de excitacién de 450 a 480 nm desde el exterior del cuerpo del ratén con anestesia 30 minutos
después de la administracion i.p., y observando la fluorescencia de 516 a 556 nm. Ademas, después de que se
sacrificaran los ratones con gas COg, y se realizara el desangramiento, se realizé la seccidon abdominal con aparatos
de cirugia para animales pequefios para exponer la cavidad abdominal, se irradi6é una luz de excitacion de 445 a 490
nm, y se midié la fluorescencia cada 10 nm desde 520 a 800 nm para obtener imagenes del espectro de
fluorescencia.

Como resultado, se observo fluorescencia verde fuerte de una manera especifica de sitio de cancer. Una imagen
obtenida por la imagenologia realizada desde el exterior de los cuerpos antes de la seccién abdominal se muestra
en la figura 2 (30 minutos después de la administracion del compuesto (2)). En la figura 3, la imagen superior se
obtiene por imagenologia intraperitoneal realizada después de la seccidon abdominal (30 minutos después de la
administracion del compuesto (2)), y la imagen inferior se obtiene por imagenologia del mesenterio realizada
después de la seccion abdominal (30 minutos después de la administracion del compuesto (2)). En cada imagen, se
muestra una imagen con luz blanca en el lado izquierdo, y se muestra una imagen de fluorescencia en el lado
derecho.

Ejemplo 5: Imagenologia viva del ratén modelo de cancer usando endoscopio fluorescente
Se formo un pequefio agujero en la parte abdominal del ratén modelo de la diseminacién peritoneal con anestesia de

isofluorano, se insertd un endoscopio de fluorescencia en la cavidad abdominal a través de agujero, y 300 pl de una
solucion del compuesto (2) (yGlu-RhoHM) en PBS (50 uM) se rociaron en estado de neblina desde la punta del
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endoscopio. A continuacion, se irradié una luz de excitacion de 450 a 480 nm, y se observo fluorescencia de 516 a
556 nm a lo largo del tiempo para obtener peliculas e imagenes de endoscopio de fluorescencia. Los resultados se
muestran en la figura 4. En cada uno de los resultados obtenidos inmediatamente después del rociado (0 s), y 30
segundos, 60 segundos, 90 segundos y 10 minutos después del rociado, se muestra una imagen con luz blanca en
el lado izquierdo, y se muestra una imagen de fluorescencia en el lado derecho. La “imagen con luz blanca” es una
imagen obtenida en un modo de endoscopio habitual, no un modo de fluorescencia por comparacion. Se puede
confirmar que las imagenes del tejido canceroso se hacen mas claras en las imagenes de fluorescencia desde
inmediatamente después del rociado hasta 90 segundos después de ello. Ademas, incluso después de 10 minutos,
se obtuvieron claramente imagenes de los tejidos cancerosos (similarmente, la “imagen con luz blanca” es una
imagen obtenida en un modo de endoscopio habitual por comparacién, no un modo de fluorescencia). Como
resultado, se observd que una parte cancerosa se hizo emitir especificamente fluorescencia en varios minutos
usando el agente de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

Un agente para su uso en un método de diagnéstico “in vivo” de cancer que comprende un compuesto
representado por la siguiente férmula general (1):

[Férmula 1]

COOH

RS R4 NH,

en donde R' representa un atomo de hidrégeno, o de uno a cuatro sustituyentes iguales o diferentes que se
unen al anillo de benceno seleccionados de un grupo anU|Io de C1 Cs, un grupo alcoxilo de C4-Cg, un atomo
de halégeno, un grupo amino, un grupo acilo; R? R® R* R® R® y R’ independientemente representan un
atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alqullo de C1-Cs, 0 un atomo de haldgeno; R® y R®
independientemente representan un atomo de hidrogeno, o un grupo alquilo de C+-Cs; y X representa un
grupo alquileno de C4-Cs, o una sal del mismo como un ingrediente activo.

El agente para su uso en un metodo de diagnéstico “in vivo” de cancer segun la reivindicacion 1, en donde R',
R? R R* R°,R® R, R® y R? son atomos de hidrégeno, y X es un grupo metileno.

El agente para su uso en un método de diagnéstico “in vivo” segun la reivindicacion 1 o 2, que se usa para un
tratamiento quirurgico de un cancer o un diagnoéstico para un cancer.

El agente para su uso en un método de diagndstico “in vivo” de cancer segun la reivindicacion 3, en donde el
tratamiento quirdrgico de un cancer o el diagndstico para un cancer es una cirugia abierta, una cirugia
endoscopica, o endoscopia.

El agente para su uso en un método de diagnostico “in vivo” de cancer segun la reivindicacion 4, que se usa
para el diagndstico rapido durante cirugia.
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 4
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