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DESCRIPCION

Agentes de obtencién de imagenes de carga equilibrada
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos de obtencién optica de imagenes de tejidos o células que tienen
propiedades in vivo deseables que dan como resultado una relacién de sefial a fondo mejorada.

Antecedentes de la invencion

La fluorescencia en el infrarrojo cercano (NIR) tiene una importancia potencial en el campo médico, particularmente
en el diagndstico y la cirugia guiada por imagenes. Sin embargo, a disponibilidad de fuoréforos adecuados ha sido
un obstaculo importante. Para que sea clinicamente viable, el fluoréforo de NIR ideal debe tener tanto buenas
propiedades opticas como propiedades in vivo superiores con respecto a la solubilidad, la biodistribucion y la
depuracion. La mayoria de los fluoréforos actuales contemplados para el uso como agentes de obtencion de
imagenes fallan en relacion con sus propiedades in vivo. Por ejemplo, los fluoréforos conocidos tienden a depurarse
a través del higado, lo que da como resultado una fluorescencia no deseada a través del tracto gastrointestinal. Y,
en algunos casos, los fluoréforos conocidos padecen una captacion de fondo no especifica significativa en tejidos
normales, dando como resultado una baja relacién de sefial a fondo. Segun esto, existe una necesidad actual de
agentes de obtencion de imagenes fluorescentes NIR nuevos y mejorados, particularmente los que puedan
equilibrarse rapidamente entre los espacios intravascular y extravascular y se depuren eficazmente mediante
filtracion renal. Los agentes de obtencion de imagenes de la invencion se dirigen a estas y otras necesidades.

Los documentos WO 2007/005222, WO 2007/136996, WO 2009/014513, WO 2008/017074 y WO 02/24815 se
refieren a colorantes de cianuro adecuados para técnicas de obtencion de imagenes NIR que tienen una carga neta
de +1, 0 0 -1 conjugados a un ligando de eleccién de diana.

Sumario de la invenciéon

La invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que si se equilibra, o casi se equilibra, la carga
global sobre una molécula del agente de obtencién de imagenes, entonces la molécula de carga equilibrada
resultante tiene propiedades in vivo mejoradas que conducen a caracteristicas clinicas de obtenciéon de imagenes
mejoradas.

En un aspecto, la presente invencion proporciona métodos de obtencion de imagenes de tejido o células, incluyendo
los métodos (a) poner en contacto el tejido o las células con un agente de obtencion de imagenes que comprende un
colorante o un conjugado del mismo, comprendiendo el conjugado un ligando de eleccion de diana enlazado al
colorante, en donde el colorante o el conjugado tiene una carga neta de +1, 0 0 -1 y comprende uno o mas grupos
idnicos; (b) irradiar el tejido o las células a una longitud de onda absorbida por el colorante o conjugado; (c) detectar
una sefal optica a partir del tejido o las células irradiados, en donde la relaciéon de sefial a fondo de la sefial 6ptica
detectada es al menos aproximadamente 1,1, de ese modo obteniendo imagenes del tejido o las células, en donde
el colorante tiene la Féormula X:
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La presente invencion proporciona ademas un colorante que tiene la Féormula X y proporciona un conjugado que
comprende el conjugado de colorante a un ligando de elecciéon de diana, en donde la carga neta total de dicho
conjugado es -1, 0 0 +1.

Ademas, la presente invencién incluye agentes de obtencién de imagenes para obtener imagenes de tejido o
células, en donde los agentes de obtenciéon de imagenes incluyen un conjugado que se caracteriza por tener una
fluorescencia detectable con una relacién de sefial a fondo de al menos aproximadamente 1,1, y en donde el
conjugado comprende el colorante de Férmula X.

Los agentes de obtencidon de imagenes de carga equilibrada de la invencién son particularmente ventajosos debido
a que se cree que su comportamiento in vivo contribuye a propiedades de obtencion de imagenes 6ptico superiores.
Mas especificamente, se cree que el equilibrio de carga imparte buenas propiedades de biodistribucion y depuracion
a los agentes, y reduce la unién no especifica no deseable. Estas propiedades in vivo ayudan a mejorar la relacion
de sefial a fondo de los tejidos de los que se han obtenido imagenes, conduciendo a una obtencion de imagenes de
resolucioén superior.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el mismo
significado que se entiende cominmente por un experto normal en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente en la puesta en
practica o las pruebas de la presente invencion, posteriormente se describen métodos y materiales adecuados.

En caso de conflicto, controlara la presente memoria descriptiva. Ademas, los materiales, los métodos y los ejemplos
son solamente ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 una representacion de moléculas de colorante que tienen un intervalo de cargas netas.
La FIG. 2 es un esquema de la sintesis de la molécula de colorante ZW+1 (MM-19).

La FIG. 3 es un esquema de la sintesis de la molécula de colorante ZW+5.

La FIG. 4 es una representacion de cinco moléculas de colorante, cuyas propiedades se compararon in vitro e in
vivo.

La FIG. 5 es una representacion de resultados experimentales que se refieren a la biodistribucion y la depuracion in
vivo de las moléculas de colorante de la FIG. 4 en un modelo en ratas.

La FIG. 6 es una representacion de resultados experimentales que se refieren a la biodistribucion y la depuracion in
vivo de las moléculas de colorante de la FIG. 4 en un modelo en cerdos.

La FIG. 7 es una representacion de dos colorantes diferentes conjugados al ligando de eleccion de diana cRGD.

La FIG. 8 es una representacion de resultados experimentales in vivo en modelos de tumor de rata para los dos
conjugados de la FIG. 7.

La FIG. 9 es una representacion de la preparacion de un ligando de eleccion de diana basado en adamantano
ejemplar que contiene un grupo iénico para el equilibrio de carga y restos que se unen selectivamente a PSMA.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se refiere, entre otras cosas, a agentes de obtenciéon de imagenes que estan compuestos
por una molécula de colorante opcionalmente conjugada a un ligando de eleccién de diana a través de un grupo de
conexion. Los agentes de obtencion de imagenes descritos en la presente son utiles, por ejemplo, en la deteccion de
tejidos bioldgicos y células anormales o enfermos. Los conjugados son particularmente Utiles para obtener imagenes
de organismos enteros, debido a que tienen un comportamiento in vivo mejorado, tal como una baja uniéon no
especifica a tejidos no elegidos como diana, dando como resultado una relacion de sefial a fondo mejorada en
relacion con la sefal optica detectada. Se cree que estas propiedades in vivo mejoradas resultan del equilibrio de
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cargas formales en el conjugado, que dan una molécula de "carga equilibrada" que tiene una carga neta que es
neutra o casi neutra.

Métodos de obtencion de imagenes

Los nuevos métodos para obtener imagenes de un tejido o células incluyen las siguientes etapas basicas:

(a) poner en contacto el tejido o las células con un agente de obtencion de imagenes que comprende un colorante o
conjugado del mismo, comprendiendo el conjugado un ligando de eleccién de diana enlazado al colorante, en donde
el colorante o conjugado tiene una carga neta de +1, 0 0 -1 y comprende uno o mas grupos ionicos;

(b) irradiar el tejido o las células a una longitud de onda absorbida por el colorante o conjugado;
(c) detectar una sefial ptica procedente del tejido o las células irradiados,

en donde la relacion de sefial a fondo de la sefial dptica deseada es al menos aproximadamente 1,1, de ese modo
obteniendo imagenes del tejido o las células. El colorante tiene la Férmula X que se muestra posteriormente.

Los agentes de obtencion de imagenes descritos en la presente son sustancias o moléculas que se pueden usar
para obtener imagenes de tejidos o células, tales como los de un organismo vivo, con propésitos de diagnostico,
terapia, cirugia guiada por imagenes y similares. En algunas realizaciones, el organismo es un mamifero, tal como
un ser humano.

Los agentes de obtencion de imagenes contienen generalmente un colorante que es capaz de absorcion de
radiacion electromagnética, tipicamente en el intervalo ultravioleta (UV), visible o del infrarrojo cercano (NIR). El
agente de obtencién de imagenes también puede ser capaz de emision fluorescente, tal como en el intervalo visible
o NIR. La sefial éptica detectada a partir del colorante o conjugado puede ser, por ejemplo, absorcién, o emision
fluorescente. En algunas realizaciones, la emision fluorescente procedentes del colorante es la principal sefal éptica
detectada con propositos de obtencién de imagenes. En algunas realizaciones, el colorante tiene una absorbancia
maxima a de aproximadamente 525 nm a aproximadamente 850 nm, a de aproximadamente 550 nm a
aproximadamente 825 nm, de aproximadamente 600 nm a aproximadamente 825 nm, de aproximadamente 700 nm
a aproximadamente 825 nm, o a de aproximadamente 750 nm a aproximadamente 825 nm. En algunas
realizaciones, el colorante tiene una emisién fluorescente maxima a de aproximadamente 700 nm a 875 nm, de
aproximadamente 725 a aproximadamente 850 nm, de aproximadamente 750 a aproximadamente 850 nm o de
aproximadamente 775 a aproximadamente 850 nm.

Colorantes adecuados para la obtencion de imagenes mediante emision fluorescente incluyen la clase de colorantes
de cianina que son moléculas catiénicas en las que dos grupos ciclicos estan conectados a través de un puente de
metino o polimetino. Véanse las siguientes referencias para ejemplos de diversos derivados de colorantes de
cianina: Mojzych, M. y cols. "Synthesis of Cyanine Dyes" Top. Heterocycl. Chem. (2008) 14:1-9; Sysmex Journal
International (1999), Vol. 9, N° 2, pg 185 (apéndice); Strekowski, L. y cols. Synthetic Communications (1992), 22(17),
2593-2598; Strekowski, L. y cols. J. Org. Chem. (1992) 57, 4578-4580; Narayanan, N. y cols. J. Org. Chem. (1995),
60(8), 2391-2395; Makin, S.M. y cols. Journal of Organic Chemistry of the USSR (1977) 13(6), parte 1, 1093-1096;
Lee, H. y cols. J. Org. Chem. (2006) 71, 7862-7865, documentos WO 2009/006443, WO 2008/015415, WO
2007/136996, WO 2007/005222, WO 2003/082988, WO 2001/090253, U.S. N° Ser. 12/376.243 (presentado el 3 de
febrero de 2009) y U.S. N° Ser. 12/376.225 (presentado el 3 de febrero de 2009).

Se describen en la presente colorantes ejemplares y sus conjugados adecuados para el uso en los presentes
métodos de obtencién de imagenes.

Los agentes de obtencion de imagenes pueden incluir conjugados, lo que se refiere a un colorante que esta
conjugado a un ligando de eleccion de diana. El "ligando de eleccion de diana" es un resto que se une con alguna
especificidad o selectividad a un tejido o diana biolégica particular. El tejido o la diana bioldgica puede incluir tejidos
normales asi como tejidos anormales o enfermos. Los ligandos de eleccion de diana se pueden seleccionar de
proteinas, fragmentos de proteinas, péptidos, anticuerpos, carbohidratos o antigenos especificos descritos, p. €j., en
Frangioni y cols. en "Modified PSMA Ligands and Uses Related Thereto", documento WO 02/098885, presentado el
7 de febrero de 2002 (ahora publicado como Patente de EE. UU. N° 6.875.886).

Un ligando de eleccion de diana ejemplar es el péptido cRGD, que se une selectivamente a la diana biolégica
integrina a,Bs. Se sabe que esta integrina es sobreexpresada por diversos tumores y, asi, estos péptidos que eligen
como diana RGD permiten que los colorantes marquen preferentemente tumores que sobreexpresan estas
integrinas. Otros ligandos de eleccion de diana incluyen hormona estimulante de melanocitos (MSH), que se une a
células de melanoma; o bombesina, somatostatina o Sandostatin™ (sintética), que eligen como diana receptores de
somatostatina. Otros ligandos de eleccion de diana incluyen "KUE" y otras moléculas pequefias, que se unen
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selectivamente a la diana bioldgica antigeno membranario especifico de la prostata (PSMA) (Véase Humblet, V. y
cols. Mol. Imaging, 2005, 4: 448-62; Misra P. y cols. J. Nucl. Med. 2007, 48: 1379-89; Chen, Y., y cols. J. Med.
Chem, 2008, 51: 7933-43; Chandran, S.S., y cols. Cancer Biol. Ther., 2008, 7:974-82; Banerjee, S.R., J. Med. Chem.
2008, 51: 4504-17; Mease, R.C., y cols. Clin. Cancer Res., 2008, 14:3036-43; Foss, C.A. y cols. Clin. Cancer. Res.,
2005, 11:4022-8. Ejemplos de ligandos de eleccion de diana adecuados se describen en otras partes en la presente.

Los agentes de obtencion de imagenes son generalmente "de carga equilibrada”, a menos que se especifique otra
cosa, lo que se refiere a tener una carga global neta de cero, o cercana a cero, tal como +1 o -1. El equilibrio de
carga se produce cuando sustituyentes cargados negativamente en el agente de obtencién de imagenes son
contrarrestados por la presencia de un numero igual, o un nimero casi igual, de sustituyentes cargados
positivamente en la misma molécula, y viceversa. En alguna realizacion, la carga neta es 0 o +1. En algunas
realizaciones, la carga neta es 0. En algunas realizaciones, la carga neta es +1. En realizaciones adicionales, la
carga neta es -1. El valor "n" en las formulas proporcionadas en la presente representa carga neta.

Los agentes de obtencion de imagenes descritos en la presente tienen generalmente una "relacion de sefal a fondo"
(SBR) mejorada en comparacion con los agentes de obtencién de imagenes fluorescentes conocidos actualmente.
Se cree que la mejora en la SBR es un resultado de las propiedades in vivo mejoradas debidas al "equilibrio de
carga". La SBR es una medida de la intensidad de la sefial fluorescente obtenida a partir de una diana (sefal
maxima) sobre la medida de la intensidad de la sefial fluorescente obtenida cerca de la diana (sefal de fondo),
siendo la diana los tejidos o las células elegidos como diana por el agente de obtencion de imagenes. Las medidas
de SBR se pueden obtener faciimente a través de procedimientos de medida habituales. Para sistemas de obtencién
de imagenes fluorescentes, y otros sistemas de tipo 6ptico, imagenes digitales que registran sefiales dpticas de la
diana facilitan la medida de SBR. Son mas deseables valores de SBR superiores, que dan como resultado una
resolucion mayor de los tejidos de los que se han obtenido imagenes. En algunas realizaciones, los agentes de
obtencion de imagenes alcanzan una SBR de al menos aproximadamente 1,1 (es decir, la sefial maxima es al
menos 10% sobre el fondo). En realizaciones adicionales, los agentes de obtencién de imagenes alcanzan una SBR
de al menos aproximadamente 1,2, al menos aproximadamente 1,3, al menos aproximadamente 1,4, al menos
aproximadamente 1,5, al menos aproximadamente 1,6, al menos aproximadamente 1,7, al menos aproximadamente
1,8, al menos aproximadamente 1,9 o al menos aproximadamente 2,0. En otras realizaciones adicionales, los
agentes de obtenciéon de imagenes alcanzan una SBR de aproximadamente 1,1 a aproximadamente 50, de
aproximadamente 1,5 a aproximadamente 30, de aproximadamente 2,0 a aproximadamente 20, de
aproximadamente 2,0 a aproximadamente 5,0 o de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 10.

Los agentes de obtencion de imagenes incluyen generalmente uno o mas grupos ionicos. En algunas realizaciones,
los agentes de obtencion de imagenes incluyen dos o mas, tres o0 mas, cuatro o mas o cinco o mas grupos ionicos.
Los grupos idnicos sirven para incrementar la solubilidad de las porciones de colorante generalmente hidréfobas del
agente de obtencion de imagenes, mejorando asi la biodistribucion. Los grupos idnicos pueden estar situados en
cualquier porcién del agente de obtencion de imagenes, tal como la porcidon de colorante, el ligando de eleccion de
diana o ambos.

El término "grupo ionico" se refiere a un resto que comprende uno o mas sustituyentes cargados. El "sustituyente
cargado” es un grupo funcional que generalmente es aniénico o catiénico en condiciones acuosas sustancialmente
neutras (p. ej. un pH de aproximadamente 6,5 a 8,0, o preferiblemente pH aproximadamente fisiolégico (7,4)).
Ejemplos de sustituyentes anionicos cargados incluyen aniones de acidos inorganicos y organicos tales como
sulfonato (-3031'), sulfinato, carboxilato, fosfinato, fosfonato, fosfato y ésteres (tales como ésteres alquilicos) de los
mismos. En la presente invencion el sustituyente cargado es sulfonato. Ejemplos de sustituyentes cationicos
cargados incluyen aminas cuaternarias (-NRs3"), donde R se selecciona independientemente de alquilo C1, arilo y
arilalquilo. Otros sustituyentes catidnicos cargados incluyen aminas primarias, secundarias y terciarias protonadas, y
bien como guanidinio. En la presente invencién, el sustituyente cargado es -N(CHs)s". Ejemplos adicionales de
grupos ionicos se describen posteriormente.

Los agentes de obtencion de imagenes descritos en la presente tienen generalmente buena solubilidad en medios
acuosos sustancialmente neutros y, en particular, sangre y suero sanguineo. En algunas realizaciones, el agente de
obtencién de imagenes tiene una solubilidad en solucién de HEPES 10 mM, pH 7,4, de al menos aproximadamente
10 yM. En realizaciones adicionales, el agente de obtencion de imagenes tiene una solubilidad en solucion de
HEPES 10 mM, pH 7,4, de al menos aproximadamente 15 uM, al menos aproximadamente 20 uM, al menos
aproximadamente 25 pM, al menos aproximadamente 30 uM, al menos aproximadamente 40 uM o al menos
aproximadamente 50 uM.

Los agentes de obtencién de imagenes pueden ser moléculas neutras o sales. Por ejemplo, si el colorante o el
conjugado de colorante esta cargado, el agente de obtencion de imagenes puede ser o contener una sal un acido (o
una combinacién de los mismos) del colorante o conjugado de colorante. Para colorantes o conjugados cargados
positivamente, contraiones adecuados incluyen aniones tales como fluoruro, cloruro, bromuro, yoduro, acetato,
perclorato, PFg" y similares. Para colorantes o conjugados cargados negativamente, contraiones adecuados incluyen
cationes tales como Na*, K* y aminas cuaternarias.
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Los agentes de obtencion de imagenes de la invencion se pueden administrar mediante cualquier técnica adecuada,
incluyendo métodos tanto enterales como parenterales. En algunas realizaciones, los agentes de obtencion de
imagenes pueden formularse en formulaciones farmacéuticamente aceptables y administrarse intravenosamente a
un organismo para la obtencion de imagenes. Se pueden obtener imagenes del organismo dosificado usando, por
ejemplo, un sistema quirdrgico guiado por imagenes FLARE™, que es un sistema de obtencion de imagenes
intraoperatorio de onda continua (CW) que es capaz de la adquisicion y la presentacion simultaneas en tiempo real
de video a color (es decir, anatomia quirirgica) y dos canales de luz fluorescente NIR invisible (700 nm y 800 nm). El
sistema de obtencién de imagenes puede irradiar al organismo dosificado con radiaciéon absorbida por el agente de
obtencién de imagenes y detectar sefiales Opticas, tales como fluorescencia NIR, que emanan de las porciones
elegidas como diana del organismo que contiene el agente de obtencion de imagenes. Las sefiales detectadas se
pueden registrar y analizar al obtener imagenes o video digitales del organismo en cuestion, facilitando de ese modo
procedimientos de diagndstico y técnicas médicas guiadas por imagenes.

Colorantes y conjugados
El colorante de la presente invencion tiene la Férmula X:
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Conjugados

Conjugados adecuados descritos en la presente comprenden el colorante de Férmula X conjugado a un ligando de
eleccion de diana (TL), en donde la carga neta total de dicho conjugado es -1, 0 o +1.

TL es un ligando de eleccion de diana que comprende al menos un resto de unién que se une a una diana bioldgica;

El compuesto colorante tiene la Férmula X:
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Definiciones y realizaciones adicionales

Segun se usa en la presente, "ligando de eleccion de diana" (TL) se refiere a cualquier entidad molecular que
contenga un resto de unién que se una con alguna especificidad o selectividad a una diana bioldgica, y es el
principal medio para que los conjugados de la invencion se unan a tejidos especificos en un organismo o una
muestra. Los ligandos de eleccion de diana pueden incluir ademas grupos funcionales cargados que equilibrarian la
carga en una molécula de colorante conjugada. Generalmente, se desea que la carga sobre el ligando de eleccion
de diana neutralice sustancialmente cualquier carga sobre el compuesto colorante de modo que la carga neta total
del conjugado sea -1, 0 o +1. En algunas realizaciones, la carga neta total es 0.

El ligando de eleccion de diana se puede enlazar covalentemente al grupo de conexién reactivo de un compuesto de
colorante de la invencién a través de procedimientos de acoplamiento estandar. Por ejemplo, el grupo carboxilo o
carboxilo activado del grupo de conexion reactivo puede reaccionar con una funcionalidad nucledfila sobre el ligando
de eleccion de diana, tal como un derivado de amina o alcoxi, para formar una conexiéon amida o éster. Detalles
adicionales para la conjugacion de colorantes se pueden encontrar en el documento WO 2008/017074 y en
Frangioni y cols. Molecular Imaging, Vol. 1(4), 354-364 (2002), cada uno de los cuales se incorpora en la presente
mediante referencia en su totalidad.

El ligando de eleccion de diana puede incluir ademas un resto de andamiaje molecular al que se pueden enlazar el
resto de unién y otros grupos. Por ejemplo, el andamiaje molecular puede tener uno o mas de los siguientes: (1) un
resto disefiado para reaccionar con el grupo de conexion reactivo del colorante para formar una unién covalente, (2)
un resto equilibrador de la carga, tal como cualquiera de los grupos idnicos descritos en la presente, y (3) un resto
que se une a la diana bioldgica. Un ejemplo de un andamiaje molecular es un derivado de adamantano, tal como el
descrito en la Pub. Sol. Pat. EE. UU. N° 2006/0063834, que se incorpora en la presente mediante referencia en su
totalidad, e ilustra la preparacion de un ligando de eleccion de diana que incorpora un andamiaje de adamantano.
Especificamente, el ndcleo de adamantano mantiene (1) un grupo amino capaz de reaccionar con los compuestos
colorantes, (2) un resto equilibrador de carga que neutralizara una carga negativa sobre la molécula de colorante, y
(3) dos restos que se unen a la diana biolégica PSMA. Para una descripcion restos que se unen a PSMA, véanse
Humblet, V. y cols. Mol. Imaging, 2005, 4: 448-62; Misra P. y cols. J. Nucl. Med. 2007, 48: 1379-89; Chen, Y., y cols.
J. Med. Chem, 2008, 51: 7933-43; Chandran, S.S., y cols. Cancer Biol. Ther., 2008, 7:974-82; Banerjee, S.R., J.
Med. Chem. 2008, 51: 4504-17; Mease, R.C., y cols. Clin. Cancer Res., 2008, 14:3036-43; Foss, C.A. y cols. Clin.
Cancer. Res., 2005, 11 :4022-8, cada una de la cuales se incorpora en la presente mediante referencia en su
totalidad.

Segun se usa en la presente, el término "poner en contacto" se refiere a la reunién de sustancias en contacto fisico
de modo que las sustancias puedan interactuar entre si. Por ejemplo, cuando un agente de obtencion de imagenes
se "pone en contacto" con tejido o células, el tejido o las células pueden interactuar con el agente de obtencion de
imagenes, por ejemplo, permitiendo la posibilidad de interacciones de uniéon entre el agente y componentes
moleculares del tejido o las células. Se entiende que "poner en contacto” incluye la administracion de una sustancia
tal como un agente de obtencion de imagenes de la invencién a un organismo. La administracion puede ser, por
ejemplo, oral o parenteral.

Segun se usa en la presente, el término "grupo iénico" se refiere a un resto que comprende uno o mas sustituyentes
cargados. El "sustituyente cargado" es un grupo funcional que generalmente es anidnico o catiénico cuando esta en
condiciones acuosas sustancialmente neutras (p. €j. un pH de aproximadamente 6,5 a 8,0 o aproximadamente
fisiolégico pH (7.4)).

Segun se cita anteriormente, el sustituyente aniénico cargado es sulfonato. El sustituyente aniénico cargado es
-N(CHa)3".

Grupos idnicos ejemplares son grupos de Férmula:

H3C
/06 3 }\l/CHs

et
\(\% \\O \{{Q \CHs

y
dondeyesOyzes 3.

Segun se usa en la presente, la expresion "grupos solubilizadores oligdmeros o polimeros no iénicos" se refiere a
polimeros solubles tales como, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol, copolimeros de poli(6xido de etileno) y
poli(éxido de propileno), un carbohidrato, un dextrano, poliacrilamida y similares. El grupo solubilizador puede estar
enlazado por cualquier modo apropiado. El punto de enlace puede ser, p. €j., una unién carbono-carbono, una unioén
carbono-oxigeno o una unién nitrégeno-carbono. El grupo de enlace puede ser, p. €j., un grupo éster, un grupo
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carbonato, un grupo éter, un grupo sulfuro, un grupo amino, un grupo alquileno, un grupo amida, un grupo carbonilo
0 un grupo fosfato.

Algunos ejemplos de grupos solubilizadores incluyen polietilenglicoles tales como -(CH2CH20),-H,
-OC(=0)O(CH2CH20).H, -OC(=0)O(CH2CH20).CHs, -O(CH2CH20)sCH3 y -S(CH2CH20)aCHs, siendo "a" un numero
entero entre aproximadamente 2 y aproximadamente 250. En algunas realizaciones, "a" es de 4 a12 ode 5a 10. En
realizaciones adicionales, "a" es 6, 7 u 8. Otros ejemplos de grupos solubilizadores incluyen dextranos tales como
-OC(=0)O(dextrano).

El resto solubilizador puede tener un peso molecular absoluto de aproximadamente 500 amu a aproximadamente
100.000 amu, p. €j., de aproximadamente 1,000 amu a aproximadamente 50.000 amu o de aproximadamente 1.500
a aproximadamente 25.000 amu.

En algunas realizaciones, R® y R' son grupos solubilizadores oligdmeros o polimeros no iénicos.

Ejemplos adicionales de grupos solubilizadores incluyen: -(CH;).-(OCH.CH,)+-OR?, en donde "c" es de 0 a 6, "d" es
de 1 a 200 y R? es H o alquilo C+.. En algunas realizaciones, "c" es de 1 a 4, "d" es de 1 a 10 y R® es H. En algunas
realizaciones, "d"es 6 0 7.

Véanse el documento WO 2008/017074, U.S. N° Ser. 12/376.243 (presentada el 3 de febrero de 2009) y U. S. N°
Ser. 12/376.225 (presentada el 3 de febrero de 2009), para una descripcion adicional de grupos solubilizadores
oligémeros o polimeros no i6nicos adecuados y un método para incorporarlos en colorantes.

Segun se usa en la presente, "grupo de conexion reactivo” (L') se refiere a cualquier entidad molecular que tenga un
peso molecular de aproximadamente 50 a aproximadamente 500 Da que sea capaz de conjugarse con un ligando
de eleccion de diana (TL). En particular, el grupo de conexion reactivo incluye al menos un grupo reactivo
seleccionado de un grupo acido carboxilico o un anhidrido o éster del mismo, asi como un grupo isotiocianato. El
grupo de conexion reactivo contiene un grupo acido carboxilico.

L tiene la Formula:

g—o (CHZ)Z—C(O)O—Q

Véase Lee, H. y cols. J. Org. Chem. (2006) 71(20), 7862-7865.

Se aprecia ademas que ciertas caracteristicas de la invencién, que, por claridad, se describen en el contexto de
realizaciones separadas, también se pueden proporcionar en combinacién en una sola realizacién. A la inversa,
diversas caracteristicas de la invencion que, por brevedad, se describen en el contexto de una sola realizacion,
también se pueden proporcionar separadamente o en cualquier subcombinaciéon adecuada.

Los compuestos de la invencion también pueden incluir todos los isétopos de atomos que se presentan en los
productos intermedios o los productos finales. Los isétopos incluyen los atomos que tienen el mismo numero
atomico pero diferentes nimeros masicos. Por ejemplo, isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio.

Se entiende que las sustancias quimicas representadas en la presente por el nombre, la férmula quimica o la
estructura incluyen todos los estereoisomeros, isdmeros geométricos, tautémeros, estructuras de resonancia e
isétopos de los mismos, a menos que se especifique otra cosa.

Las sustancias quimicas descritas en la presente pueden estar cargadas o incluir sustituyentes con cargas formales.
Cuando estas sustancias quimicas estan representadas como cargadas, se entiende que, a menos que se
especifique otra cosa, las cargas generalmente se contrarrestan con un contraion apropiado. Por ejemplo, se
entiende que las sustancias quimicas o los grupos funcionales que tienen una carga de -1 son contrarrestados con
un ion tienen una carga +1. Contraiones adecuados con carga +1 incluyen Na+, K+ iones tetraalquilamonio y
similares. A la inversa, se entiende que las sustancias quimicas o los grupos funcionales que tienen una carga de +1
son contrarrestados con un ion que tiene una carga -1. Contraiones adecuados con carga -1 incluyen F-, Cl-, Br-, |-,
perclorato, acetato, trifluoroacetato y similares.

Métodos para preparar colorantes y conjugados

Se describen en la presente métodos para preparar colorantes y conjugados adecuados para los métodos de
obtencion de imagenes. En algunas realizaciones, los métodos incluyen:
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(a) seleccionar un colorante que tenga una absorcidon maxima a de aproximadamente 500 nm a aproximadamente
850 nm y una emision fluorescente maxima a de aproximadamente 550 nm a aproximadamente 875 nm; (b)
opcionalmente modificar el colorante para incluir un grupo de conexion; y (c) modificar el colorante, y opcionalmente
el grupo de conexion, para incluir uno o mas grupos ionicos para alcanzar una solubilidad del colorante de al menos
aproximadamente 10 pM en solucion de HEPES 10 mM a pH 7,4; en donde el uno o mas grupos idnicos se
seleccionan de modo que la carga neta del colorante sea +1, 0 o -1, y en donde la relacion de sefial a fondo de la
emision fluorescente detectada a partir del compuesto colorante mientras se obtiene la imagen es al menos
aproximadamente 1,1.

Se describen ademas métodos para preparar un conjugado para obtener imagenes de tejido o células, en donde el
conjugado incluye un colorante y un ligando de eleccion de diana. Estos métodos incluyen: (a) seleccionar un
colorante que tiene una absorcidn maxima a de aproximadamente 500 nm a aproximadamente 850 nm y una
emision fluorescente maxima a de aproximadamente 550 nm a aproximadamente 875 nm; (b) opcionalmente
modificar el colorante para incluir un grupo de conexion; (c) modificar el colorante and opcionalmente el grupo de
conexioén para incluir uno o mas grupos iénicos para alcanzar una solubilidad de al menos aproximadamente 10 uM
en solucion de HEPES 10 mM a pH 7,4; y (d) conjugar el ligando de eleccion de diana al colorante opcionalmente a
través del grupo de conexion para formar el conjugado, en donde el ligando de eleccién de diana y el uno o mas
grupos iénicos se seleccionan de modo que la carga neta del conjugado sea +1, 0 o -1, y en donde la relacion de
sefial a fondo de la emision fluorescente detectada a partir del conjugado mientras se obtienen imagenes es al
menos aproximadamente 1.1

Los colorantes descritos en la presente se pueden sintetizar segun procedimientos estandar conocidos en la
especialidad de la quimica organica. Se han publicado numerosas preparacion de colorantes de cianina. Segun
esto, los colorantes de la invencion se pueden preparar segun cualquiera de los métodos conocidos de la
bibliografia. Véanse, por ejemplo, Mojzych, M. y cols. "Synthesis of Cyanine Dyes" Top. Heterocycl. Chem. (2008)
14:1-9; Sysmex Journal International (1999), Vol. 9, No.2, pg 185 (apéndice); Strekowski, L. y cols. Synthetic
Communications (1992), 22(17), 2593-2598; Strekowski, L. y cols. J. Org. Chem. (1992) 57, 4578-4580; Narayanan,
N. y cols. J. Org. Chem. (1995), 60(8), 2391-2395; Makin, S.M. y cols. Journal of Organic Chemistry of the USSR
(1977) 13(6), parte 1, 1093-1096; Lee, H. y cols. J. Org. Chem. (2006) 71, 7862-7865, los documentos WO
2009/006443, WO 2008/015415, WO 2007/136996, WO 2007/005222, WO 2003/082988, WO 2001/090253, U.S. N°
Ser. 12/376.243 (presentado el 3 de febrero de 2009) y U.S. N° Ser. 12/376.225 (presentado el 3 de febrero de
2009).

Los colorantes, los conjugados y los agentes de obtencion de imagenes se pueden aislar como sales, acidos, bases
o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, los colorantes, los conjugados y los agentes de obtencion de
imagenes que tienen multiples sustituyentes cargados se pueden aislar al introducir contraiones y/o protones
suficientes para contrarrestar las cargas de los diversos sustituyentes normalmente presentes en pH neutro de modo
que el colorante, el conjugado o el agente de obtencion de imagenes se pueda aislar, por ejemplo, como una
sustancia sélida.

Aplicaciones, propiedades y composiciones

Los conjugados descritos en la presente se pueden usar, p. e€j., para aplicaciones tomograficas opticas,
endoscopicas, fotoacusticas y sonofluorescentes para la deteccion, la obtencion de imagenes y el tratamiento de
tumores y otras anormalidades. Los conjugados también se pueden usar para la terapia localizada. Esto se puede
efectuar, p. €j., al enlazar una porfirina u otro agente terapéutico fotodinamico a un conjugado; dirigir los conjugados
a una zona diana deseada o permitir que los conjugados se acumulen selectivamente en la zona diana; dando luz de
una longitud de onda apropiada para activar el agente. Asi, los nuevos conjugados se pueden usar para detectar,
obtener imagenes de y tratar una seccion de tejido, p. €j., un tumor.

Ademas, los conjugados se pueden usar para detectar la presencia de tumores y otras anormalidades al comprobar
el perfil de depuracion de la sangre de los conjugados, para cirugia guiada asistida por laser para la deteccion de
pequefias micrometastasis de, p. €j., tumores positivos a somatostatina subtipo 2 (SST-2), y para el diagnoéstico de
placas ateroscleréticas y coagulos de sangre.

Los conjugados se pueden formular como composiciones diagndsticas y terapéuticas para la administracion enteral
o parenteral. Generalmente, estas composiciones contienen una cantidad eficaz del conjugado, junto con vehiculos
y excipientes farmacéuticos convencionales apropiados para el tipo de administracién contemplado. Por ejemplo, las
formulaciones parenterales incluyen el colorante o conjugado de colorante en una solucidon o suspensién acuosa
estéril. Las composiciones parenterales se pueden inyectar directamente en un sujeto en una zona deseada, o
mezcladas con una composiciéon parenteral de gran volumen para la administracion sistémica. Estas soluciones
también pueden contener tampones farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, electrolitos, tales como cloruro
sédico.
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Las formulaciones para la administracion enteral, en general, pueden contener liquidos, que incluyen una cantidad
eficaz del colorante o conjugado de colorante deseado en solucion o suspension acuosa. Estas composiciones
enterales pueden incluir opcionalmente tampones, tensioactivos y agentes tixotropicos. Las composiciones para la
administracion oral también pueden contener agentes saborizantes y otros ingredientes para mejorar sus cualidades
organolépticas.

Generalmente, las composiciones diagnosticas se administran en dosis eficaces para alcanzar la intensidad de sefial
deseada para permitir la deteccion. Estas dosis pueden variar, dependiendo del colorante o conjugado de colorante
particular empleado, los érganos o tejidos de los que se van a obtener imagenes y el equipo de obtencion de
imagenes que se use. Por ejemplo, Zeheer y cols., Nature Biotechnology, 19, 1148-1154 (2001) usa 0,1 ymol/kg
como una dosis para conjugados IRDye78 in vivo. Las composiciones diagnosticas se pueden administrar a un
paciente sistémicamente o localmente al 6rgano o el tejido del que se van a obtener imagenes, y el paciente se
somete al procedimiento de obtencién de imagenes.

Generalmente, los conjugados o compuestos colorantes absorben y emiten luz en la region visible e infrarroja del
espectro electromagnético, p. ej., pueden emitir luz verde, amarilla, naranja, roja o luz del infrarrojo cercano ("NIR").

En algunas realizaciones, los colorantes emiten y/o absorben radiacion que tiene una longitud de onda de
aproximadamente 300 nm a aproximadamente 1000 nm, p. €j., de aproximadamente 400 nm a aproximadamente
900 nm o de aproximadamente 450 nm a aproximadamente 850 nm.

En algunas realizaciones, los conjugados y los compuestos colorantes tienen una excitacion maxima y/o una
emisién maxima, medida en solucion de HEPES 10 mM, pH 7,4, de aproximadamente 525 nm a aproximadamente
875 nm, p. ej., de aproximadamente 550 nm a aproximadamente 825 nm, o de aproximadamente 550 nm a
aproximadamente 800 nm.

La invencion se describira con mayor detalle por medio de ejemplos especificos. Los siguientes ejemplos se ofrecen
con propositos ilustrativos y no pretenden limitar de ningiin modo la invencioén o las reivindicaciones. Una variedad
de parametros no criticos de estos ejemplos se puede cambiar o modificar para dar esencialmente los mismos
resultados.

Ejemplos
Ejemplo 1: Colorantes

La Figura 1 representa ciertos colorantes que se pueden usar en los métodos de obtencidon de imagenes de la
invencion. Noétese que para las moléculas ZW-3, ZW-1, ZW+1, ZW+3 y ZW+5, se tendria que introducir un ligando
de eleccién de diana que tuviera una carga de +3, +1, -1, -3 y -5, respectivamente, para alcanzar la neutralidad. El
colorante ZW+1 es el colorante de la presente invencion.

Ejemplo 2: Preparacion del colorante ZW+1

El colorante ZW+1 (véase la Figura 1) se elabord segun el procedimiento sintético representado en la Figura 2. Se
hizo reaccion 4-hidracinilbencenosulfonato sédico (1) con 3-metilbutan-2-ona para formar el derivado de 2,3,3-
trimetil-3H-indol (2). A continuacion, el nitrégeno del indol se protegié mediante la reaccién con bromuro de 3-bromo-
N,N,N-trimetilpropan-1-aminio y el producto (3) se hizo reaccionar con el compuesto de 2-cloro-3-
((fenilamino)metilen)ciclohex-1-enil)metilen)benzenaminio (4) para dar el colorante de cianina (5). Un grupo de
conexion se enlazé mediante la reaccion de (5) con acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico para formar el colorante ZW+1
(6). Véanse ademas Mojzych, M. y cols. "Synthesis of Cyanine Dyes" Top. Heterocycl. Chem. (2008) 14:1-9; Sysmex
Journal International (1999), Vol. 9, N° 2, pg 185 (apéndice); Strekowski, L. y cols. Synthetic Communications (1992),
22(17), 2593-2598; Strekowski, L. y cols. J. Org. Chem. (1992) 57, 4578-4580; y Makin, S.M. y cols. Journal of
Organic Chemistry of the USSR (1977) 13(6), parte 1, 1093-1096,

Ejemplo de referencia 3: Preparacion del colorante ZW+5

El colorante ZW+5 (véase la Figura 1) se puede elaborar segun el procedimiento sintético representado en la Figura
3. La primera etapa implica la alquilaciéon de indolnina 7. La sal cuaternaria 8 resultante se puede dejar reaccionar
con cloruro de 3-aminopropanoilo (en la forma de una sal aménica para proteger el grupo amino). A continuacion, el
grupo amino terminal se puede cuaternizar con exceso de yoduro de metilo para dar la sal bis-cuaternaria 9. Las
etapas posteriores 9—10—11 son analogas a la sintesis descritas en el Ejemplo 2 anteriormente. Se puede usar
intercambio idnico para preparar los productos finales con un solo contraanién tal como cloruro o bromuro.
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La presencia de un catién de amonio cuaternario cerca del anillo aromatico puede inhibir la formacién del colorante
final. Segun esto, se puede introducir un espaciador corto entre el anillo aromatico y el grupo amonio de ZW+5.

La purificaciéon se puede conseguir a través de cromatografia en gel de silice o cromatografia en fase inversa bajo
condiciones de alta y baja presion. También puede ser Util la cromatografia de exclusiéon por tamafo.

Ejemplo 4: Caracterizacion de colorantes

Después de la purificacion hasta homogeneidad, las propiedades 6pticas de los colorantes se pueden medir en
suero de ternero al 100%. Se puede realizar espectrometria de absorbancia (de 200 a 870 nm) usando un
espectrometros de fibra optica USB2000 y una fuente luminica CHEM2000-UV-VIS con soporte para cubetas
(Ocean Optics, Dunedin, FL). Se puede realizar espectrometria fluorescente (de 200 a 1100 nm) usando un
espectrometro de fibra 6ptica HR2000, un soporte para cubetas de 4 vias CUV-ALL-UV (Ocean Optics) y un diodo
laser de 770 nm de 250 mW (Electro Optical Components, Santa Rosa, CA). El rendimiento cuantico se puede medir
bajo condiciones de igual absorbancia y excitaciéon laser de 770 nm, usando ICG en DMSO (QY = 13%) como el
patrén de calibracion.

Ejemplo 5: Preparacion de conjugados de carga equilibrada

Antes de la prueba in vivo, los colorantes se convierten en agentes de obtencion de imagenes "de carga equilibrada”
con una carga neta = 0, de modo que recapitulen la carga neta después de la conjugacion a un ligando de eleccion
de diana. Se puede introducir carga puramente anionica o catidnica a través de un acido carboxilico libre sobre el
grupo de conexion de los colorantes usando, por ejemplo, derivados de aminoadamantano, descritos con detalle
previamente (Maison, W., J.V. Frangioni, y N. Pannier, Synthesis of rigid multivalent scaffolds based on adamantane.
Org Lett, 2004. 6: 4567-9; Nasr, K., N. Pannier, J.V. Frangioni, y W. Maison, Rigid Multivalent Scaffolds Based on
Adamantane. J Org Chem, 2008; y la Pub. Sol. Pat. EE. UU. N° 2006/0063834.

Brevemente, para introducir grupos "equilibradores" catiénicos, uno, dos o tres de los grupos acido carboxilico de
cabeza de puente disponibles del amino-tri-carboxi-adamantano (ATCA) (véase la Figura 9) pueden conjugarse bien
a cloruro de (2-aminoetil)trimetilamonio o bien a cloruro de 2,2'-iminobis(N,N,N-trimetiletanaminio), y cualesquiera
acido carboxilicos restantes bloquearse con etanolamina, para crear moléculas con una carga de +1, +2, +3, +4, +5
y +6. De forma similar, para crear grupos equilibradores con una carga de -1, -2, -3, -4, -5 y -6, los tres acidos
carboxilicos de cabeza de puente del ATCA pueden estar bien desprotegidos (es decir, acidos carboxilicos
remanentes), bien protegidos con etanolamina o bien conjugados a glutamato. El grupo equilibrador apropiado se
puede conjugar covalentemente a cada colorante para producir un conjugado final, que tiene una carga neta = 0,
antes de la caracterizacion in vivo.

Ejemplo 6: Obtencion de imagenes de organismos

El sistema quirargico guiado por imagenes FLARE™ es un sistema de obtencion de imagenes intraoperatorio de
onda continua (CW) que es capaz de la adquisicion y la presentacion simultaneas en tiempo real de video a color (es
decir, anatomia quirdrgica) y dos canales de luz fluorescente NIR invisible (700 nm y 800 nm). Se han descrito con
detalle previamente detalles de la teoria, la ingenieria y el funcionamiento del sistema de obtencion de imagenes.
Véanse Tanaka, E., H.S. Choi, H. Fujii, M.G. Bawendi, y J.V. Frangioni, Image-guided oncologic surgery using
invisible light: completed pre-clinical development for sentinel lymph node mapping. Ann Surg Oncol, 2006. 13: 1671-
81; De Grand, A.M. y J.V. Frangioni, An operational near-infrared fluorescence imaging system prototype for large
animal surgery. Technol Cancer Res Treat, 2003. 2: 553-562; y Nakayama, A., F. del Monte, R.J. Hajjar, y J.V.
Frangioni, Functional near-infrared fluorescence imaging for cardiac surgery and targeted gene therapy. Molecular
Imaging, 2002. 1: 365-377,

Especificaciones para el sistema quirtrgico guiado por imagenes FLARE™ se proporciona en la Tabla 1 posterior.

Tabla 1 - Especificaciones del sistema de obtenciéon de imagenes por fluorescencia NIR FLARE™

Categoria Especificacion Descripcion
Fisica Tamano Carro movil: 76 cm W x 76 cm D x 105 cm H (32" W x 32" D x 41,4" H);
Altura del mastil: 208 cm (82")
Peso 306 kg (675 libras), incluyendo toda la electronica
Brazo 6 grados de libertad; Alcance: 109 cm - 178 cm (43" - 70") desde el suelo,
128,8 cm (50,7") desde el carro
Eléctrica Voltaje y enchufe 120 V AC, 60 Hz; enchufe AC NEMA 5-15 120 V/15 A individual

11



10

15

ES 2 684 697 T3

Tabla 1 - Especificaciones del sistema de obtenciéon de imagenes por fluorescencia NIR FLARE™

Categoria Especificacion Descripcion
Corriente 15 A max
Puesta a tierra Transformador de aislamiento para todos los componentes; puesta a tierra
del chasis redundante
Corriente de fuga < 300 pA (por AAMI/IEC #60601)
Esterilidad | Proteccion Proteccion acrilica desechable con 295% de transmision
Cubierta Cubierta de plastico a medida desechable unida a la proteccion
Fuente Carcasa Aluminio anodizado con placa de enfriamiento secundaria de 400 W
luminica Elementos Series de LED circulares de 25 mm adaptadas con accionadores lineales
integrados
Electrénica Cuadros pasivos y activos con controlador embebido
Grados de fluencia Luz blanca de 40.000 Ix (400-650 nm), 4 mW/cm* de luz de excitacién de
700 nm (656-678 nm), 14 mW/cm? de luz de excitacion de 800 nm (745-779
nm)
Optica Distancia de trabajo 46 cm (18") desde la superficie del paciente
Campo de vision 2,2Wx1,7Hcma 15 W x 11,3 cm (zoom ajustable)
Canales de |Video a color (400-650 nm), fluorescencia de 700 nm (689-725 nm),
emision/reflectancia fluorescencia de 800 nm (800-848 nm), todos con adquisicion simultanea

Resolucion en pixeles 640 x 480 para cada camara
Sistema de resolucion 125 x 125 pm (x,y) a 625 x 625 pym (x,y)

Actualizacion de la |Hasta 15 Hz de adquisicién simultanea en las 3 camaras

pantalla
Tiempo de exposicion a |Ajustable desde 100 ys hasta 8 s
NIR
Manos libres | Optica Zoom/foco automaticos
Control Interruptor de pie de 6 pedales
Monitores Numero Montado a 2 carros 51 cm (20") para el operario; 1 satélite 51 cm (20") en

posicion para el cirujano

Ejemplo 7: Caracterizacion in vivo de colorantes y conjugados

Para la caracterizacion in vivo, 40 pmol/g (promedio 10 nmol) de cada colorante o conjugado se pueden inyectar IV
en ratas Sprague-Dawley de 250 g cuyas visceras principales estan expuestas quirdrgicamente. El sistema de
obtencion de imagenes FLARE™ se puede graduar hasta un grado de fluencia de excitacién a 760 nm de 5
mW/cm2. Se pueden adquirir imagenes de video a color y fluorescencia NIR (800 nm) simultaneas antes de la
inyeccion, cada 1 s para los primeros 20 s y a continuaciéon cada 1 min durante 2 h. La adquisicion de la camara se
puede mantener constante (tipicamente 100 ms) y se elige para asegurar que todas las medidas de la intensidad
estén dentro del intervalo lineal de la camara de NIR de 12 bits Orca-AG (Hamamatsu). La sangre se puede
muestrear a los 0, 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 y 120 min a través de la vena caudal. Se pueden cuantificar curvas de
intensidad-tiempo para todos los érganos y tejidos principales. La intensidad de fluorescencia maxima y el tiempo se
pueden determinar para cada tejido/érgano, junto con la intensidad en cada uno 1 h después de la inyeccion. A
continuacion, el experimento se puede repetir en cerdos, con medida de la intensidad fluorescente NIR de la piel y
todos los tejidos y érganos internos. Una justificacion estadistica para la utilizacién de los rata y cerdo se puede
encontrar en los animales vertebrados.

Ejemplo 8: Propiedades 6pticas y de estabilidad in vitro de los colorantes

Cinco colorantes de heptametinindocianina, que varian en carga neta de -4 a +2, se muestran en la Figura 4 y se
caracterizaron con respecto a sus propiedades opticas y estabilidad in vitro. Los fluoréforos de NIR comerciales,
tales como IRDy™800-RS (RS-800), IRDye800-CW (CW-800), Cy5.5 y Cy7, tienen diversos grados de sulfonacién a
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fin de alcanzar solubilidad acuosa. El fluoréforo de NIR MM-25 (carga neta +2) se prepard al emplear cationes de
amonio cuaternario (cuats). MM-19 se sintetizé al emplear tanto grupos sulfonato como cuats, siguiendo el esquema
sintético esbozado en la Figura 2 (véase el Ejemplo 2). Nétese que MM-19 (ZW+1, véase la Figura 1) tiene una
carga neta de cero.

La Tabla 2 posterior resume las propiedades opticas y de estabilidad de cada uno de estos colorantes en suero de
ternero al 100% (complementado con HEPES 50 mM, pH 7,4).

Tabla 2 - Propiedades opticas de fluoroéforos de NIR diversamente cargados en suero al 100%.

Fluoréforo PM Carga neta Absorbancia Coeficiente de Emision Qy Estabilidad a
de NIR (Cargas maxima extincion (M'em™) | maxima las 4 h, 37°C
individuales)
CwW-800 |[1.069 -4 (-5,+1) 786 nm 237.000 801 nm |14,2% 95%
RS-800 865 -2 (-3,+1) 784 nm 240.000 800 nm |16,9% 97%
ICG 774 -1 (-2,+1) 807 nm 121.000 822 nm | 9,3% 96%
MM-19 1.230 0 (-3,+3) 773 nm 249.000 790 nm |13,7% 95%
MM-25 1.026 +2 (+3,-1) 772 nm 309.000 790 nm |16,1% 97%

Ejemplo 9: Comportamiento comparativo de colorantes in vivo

Aunque las propiedades opticas y de estabilidad in vitro para los cinco colorantes probados en el Ejemplo 8 eran
similares, se mostraba que el comportamiento in vivo de estos colorantes era drasticamente diferente. Los
resultados se muestran en la Figura 5. Los colorantes se inyectaron IV en ratas a una dosis de 40 pmol/g (10 nmol).
Se muestran en la Figura 5 imagenes de video a color (fila superior) y de fluorescencia NIR a 800 nm (fila inferior) de
todos los drganos y tejidos principales, expuestos quirdrgicamente. El grado de fluencia de excitacion era 5
mW/cm2. El tiempo de integracién de la camara era 200 ms. Todas las imagenes fluorescentes NIR tienen
normalizaciones idénticas. B1 = vejiga urinaria. Li = higado. In = Intestinos.

Como se puede observar en la Figura 5, el colorante con carga neta de 0 (MM-19) superaba a los otros colorantes.
Los colorantes con carga neta -1 (ICG) o -2 (RS-800) y que tienen un alto "momento hidréfobo" (es decir, la mitad de
la molécula es altamente hidréfoba y la otra mitad es hidrdéfila), daban como resultado una absorcion rapida no
deseada por el higado (es decir, una semivida corta en sangre) y la excrecion final a la bilis. El colorante con carga
neta -4 (CW-800) era igualmente depurado por el higado y los rifiones, dando como resultado una alta sefial
intestinal, pero también demostraba una retencion relativamente alta en la piel y otros tejidos y érganos principales.
El colorante con carga neta +2 (MM-25) era depurado por el rifion mas que el higado, sin embargo, la absorcion
inespecifica en 6rganos y tejido era relativamente alta. Finalmente, MM-19, que tiene una carga neta de cero,
demostraba una equilibracién rapida entre los espacios intravascular y extravascular, una absorcién hepatica
inmedible, una excrecion renal rapida a la orina y una retencién de fondo extremadamente baja en tejidos y 6rganos
normales.

Estos resultados se confirmaron en el cerdo (Figura 6). Todos los colorantes se inyectaron IV en cerdos en una
dosis de 40 pmol/g (1,6 umol). Se muestran en la Figura 6 imagenes de video a color y de fluorescencia NIR (800
nm) de la piel, junto con la SBR medida de la piel 1 h después de la inyeccion. El grado de fluencia de excitacion era
5 mW/cm2. El tiempo de integracion de la camara era 200 ms. Todas las imagenes de fluorescencia NIR tenian
normalizaciones idénticas. Incluso después de solo 1 h de depuracion, la sefial de MM-19 en la piel era solo 11% de
la fluorescencia maxima (Figura 6) y no se observé absorcién inespecifica en ninguno otro de los tejidos u érganos.
Esto esta en contraste con ICG, RS-800 y CW-800, que daban como resultado una absorcion muy alta en el higado
y los intestinos del cerdo. Las semividas en sangre de CW-800, RS-800, ICG, MM-19 y MM-25 eran 30,6, 6,5, 4,6,
13,4 y 44,0 min, respectivamente.

Ejemplo 10: Comportamiento in vivo comparativo de los conjugados

Los colorantes CW-800 (véase la Figura 4) con una carga neta -4 y MM-19 (véase la Figura 4) con una carga neta
de 0 se conjugaron con cRGD, un aglutinante especifico para integrina a,83. Véase la Figura 7 para las estructuras
de los conjugados.

Se usaron en este experimento ratones nu/nu atimicos con tumores que expresan integrina a,83 en el costado
izquierdo (T+; flechas) y tumores negativos a integrina a,3 (T-; punta de flecha) en el costado derecho. Se muestran
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imagenes de video a color (fila superior) y fluorescencia NIR 800 (fila inferior) a las 0 y 4 h después de la inyeccion
IV de 40 pmol/g (1 nmol) de cRGD-CW-800 (izquierda) y cRGD-MM-19 (derecha).

Aunque la carga neta en el conjugado cRGD-MM-19 fuera +1 debido al nitrégeno del indol, los resultados aclaraban
que este conjugado tenian propiedades de obtencién de imagenes superiores. Después de la inyeccion IV de dosis
idénticas de cRGD-MM-19 y cRGD-CW-800, el conjugado basado en MM-19 tenia una relacién de tumor a fondo
(TBR) muy superior en todos los puntos temporales y exhibia una depuracién renal rapida (véase la Figura 8). El
conjugado basado en CW-800 (carga neta -3) tenia una absorcién inespecifica muy alta en la piel, el masculo y el
hueso (Figura 8). A las 4 h después de la inyeccion, cRGD-CW-800 tenia una TBR de 5,0 y cRGD-MM-19 tenia una
TBR de 17,2, correspondiente a una mejora de 3,4 veces en la TBR.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para obtener imagenes de tejido o células, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto el tejido o las células con un agente de obtencion de imagenes que comprende un colorante o
conjugado del mismo, comprendiendo el conjugado un ligando de eleccién de diana enlazado al colorante, en donde
el colorante o conjugado tiene una carga neta de +1, 0 0 -1 y comprende uno o mas grupos ionicos;

(b) irradiar el tejido o las células a una longitud de onda absorbida por el colorante o conjugado;

(c) detectar una sefial 6ptica procedente del tejido o las células irradiados, en donde la relacion de sefial a fondo de
la sefial dptica detectada es al menos aproximadamente 1,1, obteniendo de ese modo imagenes del tejido o las
células,

en donde el colorante tiene la Férmula X:

2. Un colorante que tiene la Férmula X:

X

3. Un conjugado que comprende el colorante segun la reivindicacion 2 conjugado a un ligando de eleccion de diana,
en donde la carga neta total de dicho conjugado es -1, 0 o +1.

4. El colorante segun la reivindicacion 2, aislado como una sal, un acido o combinaciones de los mismos.

5. Un agente de obtencion de imagenes que comprende el conjugado segun la reivindicacion 3.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
. HaC oh, Hsc CHs MG
CH, 2 5
HyC 3 Hae
HoN. o CH; Br/BY\N ~CHs O CHa /u\/\ \/W N/ CHa
f\ | »—CHs r CH Br g Br-
N MeCN, reflujo 2 dias MeCN,
7 Br- | reflujo Br-
_N~CH 2 dias -
HiC e, 2 Mel, MeCN HyC- NCﬁHS
8
o o
. I [ AcONa, EtOH
0. OH PhHN4\(J/\NHPh| o
HaC CHy HC oy |
HaC-N-CHs HaC—~N-CH; HyC-NI~' 3 i l

18



ES 2 684 697 T3

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 8
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FIGURA 9
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