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DESCRIPCION
Conjugados de RGD-(bacterio)clorofila para uso en el diagnéstico de tumores que comprenden dominios necroticos
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la oncologia y se refiere a conjugados de un péptido que contiene
RGD o un peptidomimético de RGD y un fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila para uso en el diagnéstico
de tumores que comprenden dominios necréticos y a un método para visualizar un tumor con dominios necroticos.

Definiciones y abreviaturas: Bcehl a: bacterioclorofila a: 7,8,17,18-tetrahidroporfirina pentaciclica con un quinto anillo
isociclico, un atomo de Mg central, un grupo fitlo o geranilgeranilo en la posicion 173, un grupo COOCH; en la
posicion 132, un atomo de H en la posicion 132, grupos metilo en las posiciones 2, 7, 12, 18, un grupo acetilo en la
posicion 3 y un grupo etilo en la posicién 8, en esta memoria compuesto 1; Bphe: bacteriofeofitina a (Bchl en la que
el Mg central se reemplaza por dos atomos de H); Bpheid: bacteriofeoforbida a (el acido carboxilico libre de C-172
obtenido a partir de Bphe sin el atomo metalico central); Chl: clorofila; Rodobacterioclorina: 7,8,17,18-
tetrahidroporfirina tetraciclica que tiene un grupo -CH>,CH,COOH en la posicién 17, un -COOH en la posicion 13,
grupos metilo en las posiciones 2, 7, 12, 8 y grupos etilo en las posiciones 3 y 8; Pd-Bpheid: Pd-bacteriofeoforbida
a; EC: células endoteliales; ECM: matriz extracelular; NIR: infrarrojo cercano; PDT: terapia fotodinamica; RGD-4C: el
nonapéptido ciclico COCRGDCFC-NH; ROS: especies de oxigeno reactivas.

La numeracion de la IUPAC de los derivados de bacterioclorofila se utiliza a lo largo de la memoria descriptiva.
Usando esta nomenclatura, las bacterioclorofilas naturales son portadoras de dos ésteres de acido carboxilico en las
posiciones 132 y 172, sin embargo, estan esterificadas en las posiciones 133y 173.

Antecedentes de la invencion

La necrosis y la hipoxia de los tumores primarios y metastasicos se han correlacionado fuertemente con la
agresividad del tumor y el mal prondstico en pacientes con cancer. Los tumores sélidos que alcanzan cierto tamafio
superan su suministro de oxigeno y se vuelven hipoxicos y eventualmente necréticos. En areas tumorales ubicadas
a mas de 70 ym de un vaso sanguineo nutritivo, la presién de oxigeno intersticial disminuye y mas alla de una
distancia de 150-180 um, las células se vuelven casi andxicas (Vaupel et al. 2001). Se cree que la necrosis es el
resultado de una isquemia crénica que esta causada por un colapso vascular y un rapido crecimiento de las células
tumorales que es mayor que la tasa de angiogénesis (Leek et al. 1999).

Las areas necroticas en los tumores solidos sufren modificaciones morfologicas. Al principio, la estructura original se
conserva basicamente, y las células necroticas mantienen su forma general pero se vuelven altamente eosindfilas.
Después de algun tiempo, ese patron se reemplaza por necrosis por licuefaccion, en la cual las estructuras celulares
se descomponen (Leek et al. 1999).

Tanto la necrosis como la hipoxia estan bien establecidas como indicadores de un prondstico desfavorable. En el
carcinoma de células de transicion del tracto urinario superior, el mesotelioma maligno y el carcinoma de células
renales (CCR), se sugirié la necrosis como un mecanismo de prediccion independiente del desenlace de un cancer y
como una herramienta muy poderosa para fines de pronéstico (Edwards et al. 2003; Sengupta et al. 2005; Lee et al.
2007).

En el carcinoma invasivo de mama, la necrosis se correlacionaba con una alta densidad vascular y angiogénesis,
niveles elevados de infiltracion focal de macréfagos y disminucion de la supervivencia del paciente (Kato et al. 1997;
Lee et al. 1997; Leek et al. 1999; Tomes et al. 2003). La necrosis central, que es una caracteristica comun del
cancer de mama invasivo, se asocid con un prondstico desfavorable y agresion tumoral. Se mostré que los
macrofagos estan atraidos hacia los tumores necroticos a través de factores quimiotacticos, liberados por células
tumorales hipoxicas o moribundas (Leek et al. 1999). Se observaron grandes areas necroéticas en el lumen ductal en
el carcinoma ductal in situ tipo comedo (invasivo) (DCIS) en oposicion al DCIS no de tipo comedo (no invasivo)
(Cutuli et al. 2002). La necrosis y la hipoxia en el centro de las lesiones del DCIS con hasta 360 um de diametro,
mostraban una diferencia biolégica notable en la naturaleza y el comportamiento de las células neoplasicas. Por lo
tanto, se encontr6 que la presencia o ausencia de necrosis en los conductos era un criterio factible para la
clasificacion del DCIS (Bussolati et al. 2000).

Se mostré que la necrosis en la mayoria de este tipo de tumores se asocia con la hipoxia (Tomes et al. 2003). La
hipoxia y la anoxia someten a las células tumorales a estrés oxidativo. Se mostré que unas condiciones hipoxicas
prolongadas aumentan la tasa de mutaciones, aceleran la progresion del tumor, aumentan la angiogénesis y el
potencial metastasico y activan las vias de sefalizacién que favorecen el crecimiento. Una adaptacion al estrés
oxidativo a menudo hace que las células tumorales sean resistentes a ciertas modalidades terapéuticas (Brown et
al., 2001).

La correlacion entre necrosis e hipoxia esta muy bien establecida, sin embargo, puede haber condiciones hipdxicas
que no hayan alcanzado la necrosis, o una necrosis que no refleje necesariamente una hipoxia aguda o grave
(Dewhirst 1998). Existen varios genes marcadores para la hipoxia, entre ellos: el factor 1 inducido por hipoxia (HIF1),
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el transportador de glucosa 1 y la anhidrasa carbdnica IX. Solo una detecciéon de los tres marcadores asegura la
clasificacion de la necrosis (Tomes et al. 2003), lo que hace que la identificaciéon de un area como necrética
mediante expresidn génica sea bastante complicada.

Se sabe que las condiciones necréticas e hipdxicas crean un problema importante en la terapia contra el cancer. Los
dominios tumorales hipdxicos son relativamente resistentes al tratamiento con radiacion, ya que existe una escasa
difusién del ataque con radiaciéon y ya que las células madre que pueden estar presentes eventualmente en el
volumen del tumor, no responden bien al tratamiento, lo que da lugar a un nuevo crecimiento tumoral (Brown et al.,
1998; Dean et al., 2005). Dado que la mayoria de los reactivos quimioterapéuticos imponen la muerte celular debido
a las interacciones con las células que estan en el ciclo celular, la detenciéon del ciclo celular debido a la hipoxia da
lugar a una resistencia a la quimioterapia convencional, dejando intactas las células que no proliferan o con
proliferacion lenta (Tannock, 1978). Ademas, las condiciones hipdxicas generalmente crean un entorno acido que
podria cambiar la naturaleza del farmaco, volviéndolo menos activo (Tannock et al., 1989).

Uno de los aspectos mas problematicos de la quimioterapia de tumores soélidos implica la circulacion de agentes
terapéuticos hacia los tumores y especialmente hacia dominios hipéxicos y necréticos. Los tumores generalmente
contienen microvasos irregulares y permeables, con flujo sanguineo heterogéneo y con grandes distancias entre los
vasos. Estas caracteristicas, ademas de la ausencia de un drenaje linfatico adecuado y las altas presiones
intersticiales, hacen que la difusién sea el mecanismo mas importante para el transporte extravascular de nutrientes
y farmacos a los tumores. Sin embargo, debido a la vascularizacién no regular, muchas de las células tumorales
estan a mayores distancias de los capilares que las células en los tejidos normales, lo que se refleja en que tienen
concentraciones insuficientes de agentes antitumorales en los sitios celulares. Ademas, la presién aumentada del
liquido intersticial debido a la falta de drenaje linfatico, reduce la captacion por conveccion e inhibe aun mas la
distribucion de farmacos a las células tumorales, particularmente la de macromoléculas (Minchinton et al., 2006).

Por lo tanto, es de suma importancia la capacidad para detectar areas hipéxicas y necroéticas dentro de tumores in
vivo. Un conocimiento de los dominios tumorales hipoxicos podria ayudar a elegir el tratamiento adecuado, ya sea
mejorando la oxigenacion del tumor antes o durante el tratamiento o utilizando estrategias que exploten la hipoxia
(Weinmann et al., 2004). Empleando este enfoque, la aplicacién de citotoxinas activadas por hipoxia, como las 2-
ciclopropil-indoloquinonas, AQ4N, Tirapazamina (TPZ) y PR-104, puede ayudar a mejorar el resultado de un
tratamiento (Brown et al., 2004; Lee et al., 2007; Patterson et al. 2007).

La histopatologia y la inmunohistoquimica se usan cominmente para la identificacion de una necrosis e hipoxia; sin
embargo, son métodos invasivos y no permiten la deteccion in situ. Los métodos in situ incluyen la formacion de
imagenes por resonancia magnética (MRI) (Kamel et al. 2003; Metz et al. 2003), la MRI dependiente del nivel de
oxigenacion de la sangre (Kennan et al. 1997), la tomografia por emision de positrones (PET) (Lehtio et al. 2004) y la
MRI ponderada por difusion (Lang et al. 1998).

Los agentes de contraste avidos de necrosis (NACAs) para la MRI se pueden clasificar en agentes basados en
porfirina y no basados en porfirina. Uno de los NACAs a base de porfirina mas conocidos es la gadofrina-2, que
muestra una acumulacion especifica de necrosis principalmente en los margenes del area necroética. Se sugirié que
el mecanismo de acumulacion se basaba en la circulacion de la albumina sérica (SA), pero estudios recientes dudan
de este enfoque (Hofmann et al. 1999; Ni et al. 2005)

La mayoria de las células malignas no pueden crecer formando una masa tumoral clinicamente detectable en
ausencia de vasos sanguineos. Es por eso que los tumores que alcanzan cierto tamafio (aproximadamente 2-3
mm?3) tienen que cambiar a un fenotipo angiogénico para favorecer su crecimiento. EI cambio a un fenotipo
angiogénico puede representar una expresion desequilibrada de factores angiogénicos e inhibidores de la
angiogénesis. Una sobreexpresion de factores angiogénicos y una regulacion a la baja de los inhibidores de la
angiogénesis son necesarias y suficientes para inducir el crecimiento de nuevos vasos sanguineos, y estos dos
procesos generalmente ocurren simultaneamente para activar la angiogénesis tumoral (Cao 2005).

Las caracteristicas bioquimicas que significan vasos sanguineos en los tumores pueden incluir moléculas
relacionadas con la angiogénesis, tales como ciertas integrinas. La familia de las integrinas de los receptores de
adhesion celular comprende 24 heterodimeros of3 distintos que reconocen ligandos de glicoproteinas en la matriz
extracelular o en las superficies celulares. Muchos miembros de la familia de las integrinas, incluyendo a531, a8p1,
allbB3, aVR3, aVp5, aVR6 y aVB8, reconocen un motivo Arg-Gly-Asp (RGD) dentro de sus ligandos. Estos ligandos
incluyen fibronectina, fibrindgeno, vitronectina, factor von Willebrand y muchas otras glicoproteinas grandes (Takagi
2004). Por lo tanto, se ha sugerido que las moléculas que contienen un motivo RGD proporcionan nuevas
oportunidades para una captacion selectiva y, posteriormente, la obtencion de imagenes y la deteccion de lesiones
tumorales primarias, areas necroéticas y terapias dirigidas. Este campo de investigacion esta recibiendo cada vez
mas atencion. Existen muchos articulos sobre el uso de componentes con RGD marcado para la obtencion de
imagenes (Temming et al. 2005). El principal inconveniente descrito en las publicaciones es la concentracion
insuficiente del elemento informador en el sitio de tumores de menos de 4-5 mm. Es por eso que el uso de formacién
de imagenes dirigidas a RGD se restringio principalmente a la exploracion PET, que es un método mas sensible.

La comprension del crecimiento tumoral, la formacion de metastasis, la interaccion tumor-hospedador y la
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angiogénesis requiere modelos tumorales que permitan un facil seguimiento de las células tumorales incluso a nivel
individual. Los métodos anteriores utilizados para la medicién directa de parametros biolégicos mas significativos de
los tumores, solo se pueden lograr mediante procedimientos invasivos de criterio de valoracion (Lyons 2005). La
mayoria de esos métodos implica un examen histopatolégico o inmunohistoquimico, que son enfoques lentos,
invasivos y no siempre sensibles (Yang et al. 2000). Por lo tanto, ha sido necesario introducir nuevos métodos que
permitan una visualizacién directa de los tejidos tumorales, que no sean invasivos y permitan una medicién de los
parametros relevantes de un tumor tanto a nivel celular como molecular.

En los ultimos afios se han desarrollado diversos métodos no invasivos: MRI y espectroscopia, PET, tomografia
computarizada por emision de fotdn Unico y tomografia computarizada (Lyons 2005).

Existen varios métodos de formacion de imagenes basados en transgenes. Esos métodos permiten una medicion no
invasiva de una amplia gama de parametros bioldgicos con especificidad tumoral excelente, formaciéon de imagenes
de todo el cuerpo en animales modelo vivos y deteccion de metastasis. Dos de estos métodos son: formacion de
imagenes con bioluminiscencia y formacién de imagenes con fluorescencia.

La bioluminiscencia optica se basa en tres componentes: la enzima luciferasa, el sustrato luciferina y el
adenosintrifosfato (ATP). En ese método, no se requiere una excitacion luminosa para generar una emision de luz.
Sin embargo, si uno de estos componentes esta ausente, no es posible la deteccion. El método permite vigilar la
viabilidad celular o la funcién celular con un rendimiento elevado, debido al valor sefal/ruido 6ptimo (Lyons 2005).
Las principales desventajas del método de luciferasa/luciferina son las bajas resoluciones anatémicas y de imagen,
lo que requiere una cantidad considerable de tiempo para recoger los fotones suficientes para formar una imagen a
partir de un animal anestesiado. Ademas, el aumento de la profundidad del tejido y la necesidad de un suministro
exogeno del sustrato, atentan la emisiéon de luz in vivo (Yang et al., 2000; Lyons, 2005). Adicionalmente, los
experimentos ex vivo son dificiles de realizar ya que se requiere ATP para la actividad enzimatica. Es importante
destacar que el método implica una parametrizacion subjetiva que reduce su valor cuantitativo.

Otra forma de vigilar la progresion tumoral mediante la formacion de imagenes 6pticas con fluorescencia se basa en
transfectar las células tumorales con una proteina fluorescente estable, tal como la proteina fluorescente verde
(GFP) y la proteina fluorescente roja (RFP). En ese método existe una necesidad de excitacion externa antes de que
se pueda detectar la emision. Las principales desventajas de ese método son que (1) las luces de excitacion y
emision son propensas a atenuarse a medida que aumenta la profundidad del tejido y (2) la autofluorescencia de
células no marcadas aumenta el ruido de fondo (Lyons, 2005). Las principales ventajas incluyen: multiples
longitudes de onda informadoras que permiten la formacién de imagenes multiples; alta compatibilidad con una
gama de enfoques ex vivo para métodos analiticos tales como el analisis de tejidos recientemente extraidos; no hay
necesidad de procedimientos preparativos para la obtencién de imagenes, lo que es especialmente adecuado para
visualizar un tejido vivo; el método es externo y no invasivo; el método proporciona una formacion de imagenes
opticas con fluorescencia en tiempo real de tumores y metastasis con crecimiento interno en animales trasplantados
que puede proporcionar una imagen de todo el cuerpo pero también la imagen de células individuales extraidas de
la lesion primaria y las metastasis (Yang et al., 2000; Lyons, 2005). La formacién de imagenes de todo el cuerpo es
una de las herramientas mas necesarias para comprender el desarrollo de un tumor. Por lo tanto, al marcar
genéticamente las células tumorales con GFP o RFP, se puede lograr la formacion de imagenes externas de todo el
cuerpo, de tumores primarios y metastasicos (Yang et al. 2000).

Marcar con fluorescencia es adecuado para una deteccion in vivo, de tejido recientemente extraido e in vitro. El uso
de células tumorales que expresan proteinas fluorescentes permite la obtencion de imagenes de animales vivos y el
seguimiento de la progresion tumoral en diferentes puntos de tiempo. La RFP tiene una emision de longitud de onda
mas larga que la GFP, lo que permite una mayor sensibilidad y resolucion del crecimiento de un tumor microscoépico
(longitud de onda de excitacion de GFP - 489 nm, longitud de onda de emision - 508 nm, longitud de onda de
excitacion de RFP - 558 nm, longitud de onda de emision - 583 nm).

El carcinoma ductal in situ (DCIS) comprende una proliferacion clonal de las células que parecen malignas y se
acumulan dentro del lumen de los conductos mamarios sin una evidencia de invasion en el estroma de la mama
adyacente y mas alla de la membrana basal epitelial. Existe una posibilidad significativa de transformacioén en las
lesiones DCIS no invasivas en una enfermedad invasiva y potencialmente mortal si no se tratan en una etapa
temprana. Después del uso generalizado de la mamografia, ha habido un fuerte aumento del nimero de pacientes
diagnosticadas con DCIS en el estadio inicial y la modalidad de tratamiento recomendada ha cambiado de la
mastectomia (con una tasa de curacion cercana al 100%) hacia la cirugia de conservacion de la mama (BCS), p. €j.,
lumpectomia o cirugia mamaria minimamente invasiva (Kepple et al., 2004), opcionalmente acompafada de RT y
terapias endocrinas adyuvantes. Sin embargo, se ha descubierto recientemente que las tasas de recurrencia
después de BCS, tanto ipsilateralmente (mismo seno) como contralateralmente (otro seno), incluso cuando esta
acompafada de RT, son significativamente mas altas que después de una mastectomia, particularmente para
pacientes con una edad de <40 (tasa de regresion de 25-35%; Bijker N et al., 2006; Cutuli et al., 2002). Ademas, las
lesiones multifocales presentan una dificultad para realizar una diseccion parcial y lo mismo es cierto para los
margenes implicados de manera persistente que se consideraron decisivos para completar la regresiéon tumoral
(Cellini et al. al., 2005). Ademas, la carga fisica y sicoldgica y los posibles efectos estéticos de la lumpectomia
seguida de RT, son significativos. Estos inconvenientes hacen que el tratamiento y el manejo del DCIS sean hoy
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temas controvertidos en la terapia del cancer de mama y han estimulado la busqueda de nuevas modalidades y/o
complementarias para el tratamiento y prondstico.

El DCIS es una forma biolégicamente heterogénea de malignidad con una presentacion clinica, histologia,
caracteristicas celulares y potencial bioldgico diversos. Se ha clasificado en carcinomas de tipo comedo (invasivo) y
no comedo (no invasivos), en donde el tipo comedo tiene el mayor grado, con un subtipo potencialmente mas
invasivo, que contiene caracteristicamente una gran area necroética en el lumen ductal y células con marcada atipia
citolégica. Se espera que alrededor de dos tercios de los pacientes con DCIS de grado bajo a intermedio tengan una
enfermedad multifocal ipsilateral con huecos que pueden alcanzar 1 cm entre los diferentes focos (Cutuli et al.,
2002). Las lesiones de alto grado tienden a ser continuas con huecos menores de 5 mm (Cellini et al., 2005).

El desarrollo natural del DCIS no invasivo a un tumor mamario invasivo puede llevar de 15-20 afios e implicar del 14
al 60 por ciento de las mujeres diagnosticadas (Burstein et al., 2004). De hecho, el DCIS parece representar un
estadio del desarrollo del cancer de mama en el cual muchos de los eventos moleculares que definen el cancer de
mama invasivo ya estan presentes (Cutuli et al., 2002; Holland et al., 1990). Especificamente, ~30% de las lesiones
de bajo grado se convertiran en un carcinoma invasivo si no se tratan (Sanders et al., 2005). Las lesiones con un
diametro superior a 2,5 cm suelen ir acompafadas de tumores microinvasivos ocultos que no pueden superar los 0,1
mm. La implicacion de los margenes tumorales proporciona un importante marcador del prondstico. Cerca de la
escision (menos de 1 mm) o de los margenes positivos, las areas necréticas de alto grado y/o de tipo comedo estan
asociadas con un mayor riesgo de recurrencia.

Al igual que en muchos otros tipos de cancer, la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) en el cancer
de mama, desempefa un papel central tanto en la progresién local del tumor como en el desarrollo de metastasis
distantes (Boehm-Viswanathan, 2000; Kieran et al., 2003). Se ha encontrado una densidad de microvasos (MVD)
significativamente mayor en el tejido de un DCIS en comparacion con el tejido normal circundante (Guidi et al., 1994;
Guidi et al., 1997; Guinebretiere et al., 1994). Las lesiones fibroquisticas con la densidad vascular mas alta se
asocian con un mayor riesgo de cancer de mama (Guidi et al., 1994; Guidi et al., 1997; Guinebretiere et al., 1994).
Los examenes histopatologicos de lesiones agresivas de DCIS se asociaron con un aumento de la MVD vy la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Guidi et al., 1997; Schneider et al., 2005). Las
correlaciones clinicopatolégicas también confirman el papel cardinal de la angiogénesis en la progresion del cancer
de mama, por lo que es un objetivo atractivo para la terapia y el pronéstico del DCIS (Folkman, 1997; Krippl et al.,
2003; Relf et al., 1997). La cooptacion de vasos, el crecimiento por intususcepcion (Patan et al., 1996), la
mimetizacion vascular y la vasculogénesis son procesos naturales que pueden disminuir la dependencia del tumor
de la angiogénesis clasica. De particular importancia es el hallazgo de que el cancer de mama inflamatorio depende
casi por completo de la vasculogénesis, debido aparentemente a la incapacidad de las células cancerosas para
unirse a las células endoteliales.

La dependencia decisiva del DCIS de un lecho vascular muy denso ha hecho que las terapias antiangiogénicas (que
inhiben la formacion de nuevos vasos sanguineos) y antivasculares (oclusién/destruccion de vasos sanguineos
existentes) (Shimizu et al., 2005; Thorpe, 2004) sean opciones atractivas para la terapia de BC localizado (Schneider
et al., 2005; Folkman, 1996). De hecho, los farmacos antiangiogénicos como el bevacizumab (un anticuerpo anti-
receptor de VEGF-A) y SU011248 (un inhibidor de la tirosina del receptor de VEGF) se encuentran en ensayos
clinicos de fase Il. Curiosamente, también se encontr6 que el tamoxifeno posee actividad antiangiogénica. Sin
embargo, un creciente cuerpo de evidencias indica deficiencias en el enfoque antiangiogénico. Estas incluyen la
necesidad de un tratamiento croénico, el fracaso parcial de la "teoria de la resistencia a la resistencia" (Schneider et
al., 2005; Streubel et al., 2004) y la resistencia farmacocinética. Después de estos obstaculos, el enfoque
antivascular en la actualidad parece mas prometedor, se espera que dé lugar a una erradicacion de todo el tumor sin
necesidad de un tratamiento crénico (Folkman, 2004). Una via prometedora que ha surgido recientemente para el
tratamiento dirigido a los vasos es la terapia fotodinamica (VTP).

Del mismo modo, metales paramagnéticos dirigidos a dianas con una relajacion apropiada, entidades quimicas que
emiten positrones (p. gj., #*Cu) o sondas fluorescentes para el lecho vascular denso de DCIS, deberian abrir nuevas
vias para la deteccion de lesiones relacionadas, la definicion de margenes y el prondstico tal y como se explica a
continuacion. La deteccion con fluorescencia de lesiones de cancer de mama se mostré util hasta a 10 mm de
profundidad (Britton, 2006). La MRI dinamica con Gd como agente de contraste se basa en una mayor
permeabilidad del sistema vascular tumoral y actualmente se usa para la localizacion tumoral en la mama (Rankin,
2000). Sin embargo, el uso actual de la MRI esta limitado por el corto tiempo de integracion disponible de los
agentes de contraste que permanecen brevemente pero no son captados selectivamente por el tejido tumoral.

La terapia fotodinamica (PDT) genera una explosion de especies citotoxicas de oxigeno reactivo (ROS) en un sitio
de tratamiento seleccionado. Debido a su corta vida util, la toxicidad de ROS se limita al sitio iluminado. La PDT
generalmente consiste en cinco etapas: 1. Administracion intravenosa (IV) de un fotosensibilizador; 2. Un periodo de
tiempo que permite que una concentracion deseable de fotosensibilizadores llegue al tejido diana; 3. lluminacion del
tejido diana por via transcutanea o intersticial con luz laser de alta intensidad (hasta 1 W para la iluminacion
continua) a través de fibras opticas delgadas (0,4 mm de diametro o menos) para una iluminacion profunda del tejido
con la consiguiente generacion local de ROS citotoxico; 4. Desarrollo de necrosis tumoral y erradicacion tumoral; 5.
Remodelacion y cicatrizacion de los tejidos.
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La PDT con objetivo vascular (VTP) tiene como finalidad la generacién de ROS dentro de los vasos sanguineos del
tejido tratado, lo que se puede lograr mediante una iluminacién del tejido inmediatamente después de la
administracion del sensibilizador o mediante el uso de sensibilizadores que no se extravasan de la circulacion. Se
han desarrollado en nuestro laboratorio varias generaciones de sensibilizadores de bacterioclorofila, denominados
en este documento "derivados de Bchl" o "BchID". Los compuestos sintetizados (Rosenbach-Belkin et al., 1996;
documento US 5.650.292) poseen una absorcion muy fuerte en el NIR (750-765 nm) que permite una penetracion
profunda de la luz en los tejidos del sujeto, asegurando un diametro de tratamiento de hasta 4 cm alrededor de una
fibra cilindrica con tasas elevadas de fluencia (20 mW-1 W). Después de la iluminacién, se genera una
concentracion local elevada de ROS (radicales OH- y O,’) en el tumor y en las proximidades por el BchID circulante,
lo que da lugar a una coagulacion de la sangre y la perforacion de los vasos tumorales, seguidas de una parada
completa del sistema vascular tumoral en cuestion de minutos después de la iluminacion. Con algunos derivados de
Bchl, se observd una intoxicacion directa de las células endoteliales (Gross et al., 2003; Mazor et al., 2005). Por
razones que actualmente estan bajo investigacion, la respuesta vascular del tumor es notablemente mas rapida y
mas fuerte en comparacioén con la de los vasos en el tejido normal circundante. La eficacia del tratamiento produce
tasas de curacion elevadas (60-90% de supervivencia animal) (Mazor et al., 2005). Es importante destacar que los
sensibilizadores inyectados por via IV se aclaran rapidamente desde la circulacion de los animales tratados (T1/2 es
del orden de minutos a horas), (Mazor et al., 2005) evitando una toxicidad prolongada de la piel y permitiendo una
repeticion del tratamiento si es necesario. En los ensayos clinicos de fase Il sobre cancer de prostata localizado en
pacientes en los que fallaba la radioterapia (Weersink et al., 2005), la VTP basada en BchID generalmente ha dado
como resultado una una erradicacién exitosa de las lesiones tumorales en el 50-60% de los pacientes tratados y una
remodelacion del tejido. Un segundo tratamiento tanto en modelos animales como en humanos (ensayos clinicos de
fase Il/1ll) parece dar como resultado tasas de curacion similares o mas altas por sesion (dependiendo del farmaco y
la dosis de luz), aumentando la tasa de éxito general esperada a ~90% después de 2-3 sesiones Es importante
destacar que se encontraron tasas de curacion notablemente mas altas por sesién en los estudios con animales con
dosis mas elevadas del sensibilizador aplicado.

La terapia fotodinamica (PDT) en tumores implica la combinacién de un fotosensibilizador administrado y un
suministro de luz local, ambos agentes inocuos por si mismos, pero que en presencia de oxigeno molecular son
capaces de producir especies de oxigeno reactivo citotéxico (ROS) que puede eliminar las células. Al ser una
modalidad de tratamiento binario, la PDT permite una mayor especificidad y tiene el potencial de ser mas selectiva
pero no menos destructiva, en comparacion con la quimioterapia o radioterapia de uso comun (Dougherty et al.
1998).

La aplicacion de nuevos derivados de bacterioclorofila (Bchl) como sensibilizadores en la PDT ha sido descrita por
los presentes inventores en los ultimos afios (Zilberstein et al., 2001; Schreiber et al., 2002; Gross et al., 1997;
Zilberstein et al., 1997; Rosenbach-Belkin et al., 1996; Gross et al., 2003a; Koudinova et al., 2003; Preise et al.,
2003; Gross et al., 2003b) y en los documentos de publicaciones de patentes US 5.726.169, US 5.650.292, US
5.955.585, US 6.147.195, US 6.740.637, US 6.333.319, US 6.569.846, US 7.045.117, DE 41 21 876, EP 1 246 826,
WO 2004/045492, WO 2005/120573. Los espectros, la fotofisica y la fotoquimica de los derivados de Bchl los han
convertido en moléculas 6ptimas de captacion de luz con claras ventajas sobre otros sensibilizadores utilizados
actualmente en la PDT. Estos derivados de Bchl son en su mayoria polares y permanecen en la circulacion durante
muy poco tiempo sin tener practicamente una extravasacion a otros tejidos (Brandis, 2003; Mazor et al. 2005). Por lo
tanto, estos compuestos son buenos candidatos para una PDT dirigida al sistema vascular (VTP) que se basa en un
encuentro intravascular temporal corto (5-10 min) con luz y una mayor susceptibilidad de los vasos tumorales frente
al ROS citotoxico generado por la PDT.

Estudios recientes realizados por nuestro grupo han mostrado que la fotosensibilizacion primaria es intravascular
con un rapido desarrollo de oclusiones isquémicas y estasis dentro del periodo de iluminacion. Este proceso también
favorece la peroxidacion lipidica inducida fotoquimicamente (LPO) y la muerte celular endotelial temprana que se
limita principalmente al sistema vascular tumoral (Koudinova et al. 2003). Debido a la ligera progresion
independiente de las reacciones en cadena de radicales libres junto con el desarrollo de hipoxia, la LPO y la muerte
celular se diseminan mas alla del compartimento vascular para cubrir todo el intersticio del tumor hasta que se
alcanza una necrosis completa del tumor alrededor de 24 horas después de la PDT. Por lo tanto, la accién primaria
de la PDT bloquea el suministro de sangre e induce una hipoxia que inicia, de manera secundaria, una serie de
eventos moleculares y fisiopatoldgicos que culminan con la erradicacion del tumor. Es importante destacar que este
enfoque se basa en las diferencias entre la respuesta de los vasos sanguineos normales y los tumorales frente al
ROS generado.

El documento de solicitud internacional n® WO 2008/023378 de los mismos solicitantes describe nuevos conjugados
de derivados de porfirina, clorofila y bacterioclorofila (Bchl) con péptidos que contienen el motivo RGD o con
peptidomiméticos de RGD, y su uso en métodos de terapia fotodinamica in vivo y diagnostico de tumores y
diferentes enfermedades vasculares, tales como la degeneracién macular relacionada con la edad. En particular, el
derivado de Bchl ¢(RGDfK)-Pd-MLT (Compuesto 24) mostraba una acumulacion de hasta 4-8 pM en xenoinjertos de
tumores primarios y permanecia en el sitio del tumor durante un tiempo prolongado, permitiendo la acumulacion de
la sefial y una buena relacion entre sefial y ruido.

Marcar con fluorescencia es adecuado para tejido recientemente extraido in vivo y la deteccion in vitro. c(RGDfK)-
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Pd-MLT tiene una fluorescencia intrinseca en el infrarrojo cercano (NIR) que se puede detectar. c(RGDfK)-2H-MLT
tiene una capacidad de brillo que es tres 6rdenes de magnitud mas alta y, por lo tanto, podria ser un candidato adn
mejor para la obtencion de imagenes dirigidas. En este estudio mostramos que estas moléculas abren la posibilidad
de detectar con precision los margenes tumorales y la necrosis en un modelo de adenocarcinoma de mama
humano. La deteccion de los margenes tumorales y la necrosis presentan hoy en dia, dos de los problemas mas
desafiantes en el tratamiento de tumores. Ademas, ambos son elementos fieles para predecir un crecimiento de
nuevo del tumor después de un tratamiento. Por lo tanto, en el futuro, cuando se apliquen clinicamente, se espera
que los derivados de RGD mencionados anteriormente sean adecuados para la deteccion de tumores y de necrosis
en la mesa de operaciones.

Compendio de la invencion

Se ha encontrado ahora de acuerdo con la presente invencién que los conjugados de RGD-(bacterio)clorofila
descritos en el documento mencionado anteriormente WO 2008/023378 se dirigen y se acumulan en dominios
tumorales necréticos mucho mas tiempo que en dominios tumorales no necréticos.

La presente invencion se refiere por tanto a dichos conjugados de RGD-bacterioclorofila y RGD-clorofila para uso en
el diagndstico de tumores que comprenden dominios necroticos.

La presente invencion se refiere ademas a un método para visualizar un tumor con dominios necréticos.
Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra los plasmidos utilizados para la transfeccion de lineas celulares tumorales con proteina
fluorescente roja (RFP). Fig. 1A: plasmido pDsRed2-N1 (Clontech, Palo Alto, CA). Fig. 1B: pDsRed-Monomer-Hyg-
C1 (Clontech, Palo Alto, CA).Fig. 1C: pDsRed-Monomer-Hyg-C1 modificado.

Las Figs. 2A-2B muestran clones fluorescentes de las células transfectadas de la Fig. 1 detectadas por microscopia
de fluorescencia (Nikon, X10 aumentos) después de 3 segundos de exposicion. Fig. 2A: MDA-MB-231 RFP clon 1
(resistente a G418). Fig. 2B: MDA-MB-231 RFP clon 3 (resistente a la higromicina).

Las Figs. 3A-3B muestran imagenes de tumores extirpados y analisis histologicos (tincion con H&E) de secciones
transversales de tumores MDA-MB-231-RFP. Fig. 3A: tumor grande (~1 cm?). Fig. 3B: tumor pequefio (~0,5 cm?)
(ND - dominio necroético, VD - dominio viable).

Las Figs. 4A-4B muestran una acumulacion de compuesto 13 posterior en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP
(tamario del tumor ~1 cm?). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde 15 min a
24 h después de la inyeccion del farmaco. Fig. 4A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja.
Fig. 4B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 5A-5B muestran una acumulacion de compuesto 13 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafio
del tumor ~1 cm?3). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde el dia 1 al 7
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 5A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
5B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 6A-6B muestran una acumulacion de compuesto 13 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafo
del tumor ~0,5 cm?®). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde 20 min a 24 h
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 6A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
6B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 7A-7B muestran una acumulacion de compuesto 13 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafo
del tumor ~0,5 cm?). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde el dia 1 al 3
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 7A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
7B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Fig. 8 es un grafico que muestra una medicion de la seial fluorescente del compuesto 13 en el tumor frente al lado
colateral. La sefial fluorescente en foton/s/cm? se midi6 en 9 animales para el tumor y el lado colateral. Los
resultados se recogieron desde 15 min a 216 h después de la inyeccion del compuesto 13. Se presenta el resultado
promedio para todos los animales en cada punto de tiempo, asi como la proporcién de fluorescencia entre el tumor y
el lado colateral.

Las Figs. 9A-9B muestran una acumulacion de compuesto 24 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafo
del tumor ~1 cm3). Los ratones fueron inyectados con compuesto 24. Se tomaron imagenes desde 1 hora a 24 horas
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 9A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
9B (panel inferior): formacién de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 10A-10B muestran una acumulacién de compuesto 24 en tumor un ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafio
del tumor ~1 cm?®). Los ratones fueron inyectados con compuesto 24 y se tomaron imagenes desde el dia 1 al 7
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después de la inyeccion del farmaco. Fig. 10A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
10B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 11A-11B muestran una acumulacién de compuesto 24 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafio
del tumor ~0,5 cm?). Los ratones fueron inyectados con compuesto 24 y se tomaron imagenes desde 20 min a 24 h
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 11A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
11B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 12A-12B muestran una acumulacién de compuesto 24 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafio
del tumor ~0,5 cm?®). Los ratones fueron inyectados con compuesto 24 y se tomaron imagenes desde el dia 1 al 2
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 12A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
12B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 13A-13B muestran una acumulacién de compuesto 13 en un tumor ortotépico MLS-mBanana (tamafio del
tumor ~1 cm?3). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde 1 hora a 24 horas
después de la inyeccion del farmaco. Fig.13A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
13B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 14A-14B muestran una acumulacién de compuesto 13 en un tumor ortotépico MLS-mBanana (tamafio del
tumor ~1 cm?). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde el dia 1 al 4 después
de la inyecciéon del farmaco. Fig. 14A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig. 14B
(panel inferior): formacién de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 15A-15B muestran una acumulacién de compuesto 13 en un tumor ortotépico MLS-mBanana (tamafio del
tumor ~0,5 cm?3). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde 10 minutos a 24
horas después de la inyeccion del farmaco. Fig. 15A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja.
Fig. 15B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 16A-16B muestran una acumulacién de compuesto 13 en un tumor ortotépico MLS-mBanana (tamafio del
tumor ~0,5 cm?3). Los ratones fueron inyectados con compuesto 13. Se tomaron imagenes desde el dia 1 al 4
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 16A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
16B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 17A-17B demuestran una comparacién de la acumulacion de compuesto 13 en tumores necroticos
primarios MLS-mBanana ovaricos humanos y no necréticos. Las imagenes fueron tomadas 2 dias después de la
inyeccion del compuesto 13. Se tomaron imagenes de la fluorescencia NIR in vivo del cuerpo entero del compuesto
13. Fig. 17A: Tumores no necréticos (~0,5 cm?®). Fig. 17B: Tumores necroticos (~1 cm?3).

Las Figs. 18A-18B muestran una acumulacién de compuesto 25 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafio
del tumor ~1 cm?3). Los ratones fueron inyectados con compuesto 25 y se tomaron imagenes desde 5 minutos a 24
horas después de la inyeccion del farmaco. Fig. 18A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja.
Fig. 18B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 19A-19B muestran una acumulacién de compuesto 25 en un tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP (tamafio
del tumor ~1 cm?®). Los ratones fueron inyectados con compuesto 25 y se tomaron imagenes desde el dia 1 al 3
después de la inyeccion del farmaco. Fig. 19A (panel superior): formacion de imagenes con fluorescencia roja. Fig.
19B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 20A-20B muestran una acumulacion de compuesto 25 en un tumor ortotépico no necrético MDA-MB-231-
RFP (tamafio del tumor ~0,5 cm?®). Los ratones fueron inyectados con compuesto 25 y se tomaron imagenes desde
10 minutos a 24 horas después de la inyeccion del farmaco. Fig. 20A (panel superior): formacion de imagenes con
fluorescencia roja. Fig. 20B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 21A-21B muestran una acumulacion de compuesto 25 en un tumor ortotépico no necrético MDA-MB-231-
RFP (tamafrio del tumor ~0,5 cm?®). Los ratones fueron inyectados con compuesto 25 y se tomaron imagenes desde
el dia 1 al 3 después de la inyeccion del farmaco. Fig. 21A (panel superior): formacion de imagenes con
fluorescencia roja. Fig. 21B (panel inferior): formacion de imagenes con fluorescencia NIR.

Las Figs. 22A-22D muestran un ensayo de competencia de la acumulacién de compuesto 13 en un tumor primario
ortotdpico de mama humana MDA-MB-231-RFP (tamarfio del tumor ~0,5 cm?®) cuando se administraba 1 h después
de la administracién de c(RGDfK) libre. Las imagenes fueron tomadas 24 horas después de la administracion del
compuesto 13. Figs. 22A, 22B - formacion de imagenes con fluorescencia roja; Figs. 22C, 22D - formacion de
imagenes con fluorescencia NIR. Figs. 22A, 22C: el compuesto 13 se administré 1 h después de la administracion
de c(RGDfK) libre (competencia). Figs. 22B, 22D: control, solo se administré el compuesto 13.

Las Figs. 23A-23F muestran una acumulacion de compuesto 13 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP, medida 10 minutos después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 23A, 23B y
23C (panel superior), son una fotografia in vivo de todo el cuerpo, una imagen de fluorescencia roja y una imagen de
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fluorescencia NIR, respectivamente, del animal intacto; las Figs. 23D, 23E y 23F (panel inferior), son una fotografia,
una imagen de fluorescencia roja y una imagen de fluorescencia NIR, respectivamente, del tumor extirpado (el tumor
se cort6 por la mitad) (ND - dominio necrético, VD - dominio viable).

Las Figs. 24A-24F muestran una acumulacion de compuesto 13 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP, medida 1 hora después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 24A, 24B, 24C
(panel superior) y las Figs. 24D, 24E, 24F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs.
23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 25A-25F muestran una acumulacion de compuesto 13 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP, medida 4 horas después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 25A, 25B, 25C
(panel superior) y las Figs. 25D, 25E, 25F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs.
23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 26A-26F muestran una acumulacion de compuesto 13 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotopico MDA-MB-231-RFP, medida 24 horas después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 26A, 26B, 26C
(panel superior) y las Figs. 26D, 26E, 26F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs.
23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 27A-27F muestran una acumulacion de compuesto 13 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP, medida 3 dias después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 27A, 27B, 27C
(panel superior) y las Figs. 27D, 27E, 27F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs.
23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 28A-28F muestran una acumulacion de compuesto 13 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP, medida 5 dias después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 28A, 28B, 28C
(panel superior) y las Figs. 28D, 28E, 28F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs.
23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 29A-29F muestran una acumulacion de compuesto 13 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP, medida 7 dias después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 29A, 29B, 29C
(panel superior) y las Figs. 29D, 29E, 29F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs.
23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 30A-30F muestran una acumulacion de compuesto 24 en las areas viables frente a las necréticas del
tumor ortotépico MDA-MB-231-RFP, medida 9 dias después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 30A, 30B, 30C
(panel superior) y las Figs. 30D, 30E, 30F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs.
23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 31A-31F muestran una acumulacién de compuesto 13 en una necrosis central del tumor MLS-mBanana,
medida 7 dias después de la inyeccion. Las Figs. 31A, 31B, 31C (panel superior) y las Figs. 31D, 31E, 31F (panel
inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs. 23A, 23B, 23C y las Figs. 23D, 23E, 23F,
respectivamente.

Las Figs. 32A-32F muestran una acumulacién de compuesto 13 en una necrosis no central del tumor MLS-
mBanana, medida 7 dias después de la inyeccion del farmaco. Las Figs. 32A, 32B, 32C (panel superior) y las Figs.
32D, 32E, 32F (panel inferior) son como se han descrito anteriormente para las Figs. 23A, 23B, 23C y las Figs. 23D,
23E, 23F, respectivamente.

Las Figs. 33A-33D muestran una imagen del tumor extirpado y un analisis histoldgico (tincion con H&E) de una
seccion transversal del tumor MDA-MB-231-RFP. Fig. 33A: una fotografia de la superficie de una seccion transversal
del tumor (aspecto macroscopico). Fig. 33B: presentacion histolégica de la superficie de una seccion transversal
(aspecto microscopico). Fig. 33C: vista de potencia media del area encuadrada en la Fig. 33B. Fig. 33D: vista de alta
potencia de una region en la interfaz entre el tejido necrético y el viable.

Las Figs. 34A-34B muestran un ejemplo representativo de la respuesta local de MDA-MB-231-RFP humano a PDT.
A un ratén con un xenoinjerto de MDA-MB-231-RFP (~0,5 cm?®) en el lomo se le inyectaron i.v. 7,5 mg/kg de
compuesto 13 y se ilumin6é 8 h mas tarde a través de la piel. Fig. 34A: fotografias tomadas desde el dia 0 (antes del
tratamiento) y después del tratamiento a los 1, 4, 7, 12 y 90 dias. Fig. 34B: formacién de imagenes con fluorescencia
roja in vivo del cuerpo entero.

Descripcion detallada de la invenciéon

Es un objeto principal de la presente invencion proporcionar conjugados de fotosensibilizadores que dirigen
especialmente el sensibilizador a dominios necréticos de tumores necréticos. Existen algunas ventajas de la terapia
fotodinamica dirigida a tumores (PDT) sobre el direccionamiento hacia una diana tumoral con quimioterapia
convencional. En primer lugar, durante la acumulaciéon de un farmaco convencional dirigido, este esta activo
frecuentemente, a menos que sea un profarmaco, mientras que el fotosensibilizador dirigido no esta activo hasta que
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se ilumina localmente. En segundo lugar, un farmaco convencional dirigido se unira y actuara también sobre dianas
no deseables que presentan la direccion a la que se dirige, mientras que el fotosensibilizador dirigido se activara
solo en el sitio iluminado correspondiente.

Por tanto, en un aspecto amplio, la presente invencion se refiere a un conjugado de un péptido que contiene RGD o
un peptidomimético de RGD y a un fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila para uso en el diagnéstico de
tumores que comprenden dominios necroticos.

Las expresiones "péptido que contiene RGD" o "péptido RGD" se usan en esta memoria de manera intercambiable y
significan un péptido que contiene la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), también denominada motivo RGD. La expresion
"peptidomimético de RGD" tal y como se usa en esta memoria, se refiere a compuestos, particularmente
compuestos no peptidicos, que imitan a péptidos y tienen el motivo RGD.

Se sabe que los péptidos RGD interaccionan con los receptores de integrina de las células y tienen el potencial para
iniciar procesos de sefializacion celular e influir en muchas enfermedades. Por esas razones, el sitio de unién de
RGD a la integrina se ha considerado una diana farmacéutica atractiva.

El péptido que contiene RGD puede ser un péptido lineal o ciclico todo L, todo D o L,D, compuesto por 4-100,
preferiblemente 5-50, 5-30, 5-20, mas preferiblemente, 5-10 aminoacidos naturales, naturales modificados o no
naturales, en donde los aminoacidos naturales se seleccionan a partir de Ala, Arg, Asp, Asn, Cys, His, Gin, Glu, Gly,
lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr y Val, en donde la modificacién de dichos aminoacidos naturales o no
naturales modificados incluye una modificacién D, una acilacién o una alquilacion del grupo amino terminal, o del
grupo amino libre de lisina, una esterificacion o una amidacion del grupo carboxilo terminal o del grupo carboxilo libre
de acido aspartico o glutamico, y la esterificacion o eterificacion del grupo hidroxilo libre de serina o tirosina.

En realizaciones preferidas, el péptido RGD esta compuesto por 4, 5, 6, 7, 9 0 25 residuos de aminoacidos, lo mas
preferiblemente 5.

Ejemplos de aminoacidos no naturales incluyen acido 4-aminobutirico (Abu), acido 2-aminoadipico, acido
diaminopropiénico (Dap), hidroxilisina, homoserina, homovalina, homoleucina, norleucina (Nle), norvalina (Nva),
ornitina (Orn), TIC, naftilalanina (Nal), derivados de Phe metilados en el anillo, derivados de Phe halogenados u O-
metil-Tyr.

Las modificaciones D de los aminoacidos y la N-alquilacion del enlace peptidico son muy beneficiosas para evitar
una escision del péptido a través de enzimas en el organismo. En la presente invencién, un D-aminoacido se indica
con una letra minuscula como para el residuo 'f' de D-fenilalanina en el péptido cicloRGDfK de la SEQ ID NO: 1, tal y
como se emplea en esta memoria.

La presente invencion incluye también péptidos ciclicos. Los péptidos pueden ciclarse mediante una variedad de
métodos, tales como la formacion de disulfuros, sulfuros y, especialmente, de lactama entre las funciones carboxilo y
amino de los extremos N y C o las cadenas laterales de aminoacidos. La ciclacion se puede obtener por cualquier
método conocido en la técnica, por ejemplo, a través de la formacién de enlaces amida, por ejemplo, incorporando
Glu, Asp, Lys, Orn, acido diamino butirico (Dab), acido diaminopropiénico (Dap) en varias posiciones en la cadena
(enlaces -CO-NH o -NH-CO). La ciclacién de estructura principal a estructura principal también se puede obtener
mediante la incorporacién de aminoacidos modificados de las formulas H-N((CHz2),»-COOH)-C(R)H-COOH o H-
N((CHz2)r-NH2)-C(R)H-COOH, en donde n = 1-4, y ademas en donde R es cualquier cadena lateral natural o no
natural de un aminoacido.

La ciclacion también se puede obtener mediante la formacién de enlaces S-S por la incorporacion de dos residuos
Cys. Se puede obtener una ciclacion adicional de cadena lateral a cadena lateral mediante la formacion de un
enlace de interaccion de férmula -(CH,),-S-CH»-CO-, en donde n = 1 0 2, lo que es posible, por ejemplo, mediante la
incorporacion de Cys u homoCys y la reaccion de su grupo SH libre, por ejemplo, con Lys, Orn, Dab o Dap
bromoacetilados.

En algunas realizaciones, los péptidos RGD pueden ser los descritos en los documentos US 6.576.239, EP 0927045
y WO 2008/023378.

En una realizacion preferida, el péptido usado de acuerdo con la invencioén es el pentapéptido ciclico RGDfK de SEQ
ID NO: 1, en donde 'f' indica un residuo D-Phe.

En otra realizacion preferida, el péptido es el pentapéptido ciclico RADfK de SEQ ID NO: 2 utilizado en esta memoria
para facilitar la importancia del motivo RGD en la unién a los receptores de integrina. Otro ciclopéptido util de
acuerdo con la invencion es el nonapéptido CDCRGDCGC de SEQ ID NO: 9, denominado en esta memoria 'RGD-
4C', el cual contiene cuatro residuos de cisteina que forman dos enlaces disulfuro en la molécula.

El residuo de acido aspartico del motivo RGD es altamente susceptible a una degradacion quimica, lo que conduce
a la pérdida de actividad biolégica, y esta degradacion se podria evitar mediante la ciclacién a través de un enlace
disulfuro. Junto con la mejora de la estabilidad, los péptidos ciclicos muestran una mayor potencia en comparacion
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con los péptidos lineales para inhibir la fijacion de la vitronectina a las células. La cantidad y la naturaleza de los
residuos que flanquean la secuencia RGD en los péptidos sintéticos tienen una influencia significativa en como esa
secuencia es reconocida por los receptores de integrina individuales. Un residuo aromatico puede ser
particularmente importante para establecer contactos favorables en el sitio de unién de la integrina. Los péptidos
RGD ciclicos dirigidos a a3 se internalizan mediante una via de endocitosis en fase fluida independiente de la
integrina que no altera el numero de receptores de integrina funcionales en la superficie celular. Ademas, los
péptidos RGD ciclicos permanecen o se degradan en el lisosoma, en un proceso que alcanza la saturacion después
de 15 minutos, y solo una pequefia porcion puede salir del lisosoma y llegar al citoplasma celular.

En otras realizaciones preferidas, el péptido RGD se selecciona a partir de los péptidos ciclicos: (i) tetrapéptido
cicloRGDK (SEQ ID NO: 3), pentapéptido cicloRGDf-n(Me)K (SEQ ID NO: 4), en donde f indica D-Phe y el enlace
peptidico entre f y K esta metilado; y pentapéptido cicloRGDyK (SEQ ID NO: 5), en donde y indica D-Tyr.

En otra realizacion, el péptido que contiene RGD es lineal y se puede seleccionar a partir del hexapéptido GRGDSP
(SEQ ID NO: 6), el heptapéptido GRGDSPK (SEQ ID NO: 7) y el péptido de 25 unidades (GRGDSP)4K (SEQ ID NO:
8). En una realizacion mas preferida, el péptido lineal es GRGDSP.

En una realizacién de la invencién, el péptido RGD esta unido directamente al macrociclo de un fotosensibilizador de
clorofila o bacterioclorofila, a través de un grupo funcional en su periferia, por ejemplo, COOH, formando un grupo
amida CO-NH- con el grupo amino terminal o un grupo amino libre del péptido RGD.

En ofra realizacion, el péptido RGD esta unido al macrociclo del fotosensibilizador a través de un brazo
espaciador/grupo puente tal como, pero no limitado a, un hidrocarbileno C+-Css, preferiblemente un alquileno C4-C1g
o fenileno, sustituido por un grupo funcional terminal tal como OH, COOH, SO3H, COSH o NHy, formando de este
modo un grupo éter, éster, amida, tioamida o sulfonamida.

En algunas realizaciones, el fotosensibilizador se conjuga con un peptidomimético de RGD.

En una realizacion preferida, el peptidomimético de RGD es un compuesto no peptidico que comprende una
guanidina y un grupo carboxilo terminal espaciado por una cadena de 11 atomos, en donde al menos 5 de dichos
atomos son atomos de carbono, y dicha cadena comprende uno o varios atomos de O, S o N y opcionalmente
pueden estar sustituidos por oxo, tioxo, halégeno, amino, alquilo C1-C6, hidroxilo o carboxilo, o uno o varios atomos
de dicha cadena pueden formar un anillo carbociclico o heterociclico de 3-6 miembros. Los compuestos de este tipo
se describen en los documentos WO 93/09795 y WO 2008/023378 del mismo solicitante.

En realizaciones preferidas, el peptidomimético de RGD anterior comprende en la cadena atomos de N y esta
sustituido por un grupo oxo. En una realizacion mas preferida, el peptidomimético de RGD tiene la formula:

HoN-C(=NH)NH-(CH,)s5-CO-NH-CH(CH,)-(CHz),-COOH 0 -NH-RGD-CO-NH-(CH;)o-piperazino-(CHz)o-NH-.

La presente invencion se refiere a un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y
un fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila, en donde dicho conjugado es una clorofila o bacterioclorofila de
férmula Il:

en donde

M representa 2H o un atomo seleccionado a partir del grupo que consiste en Mg, Pd, Pt, Co, Ni, Sn, Cu, Zn, Mn, In,
Eu, Fe, Au, Al, Gd, Dy, Er, Yb, Lu, Ga, Y, Rh, Ru, Si, Ge, Cr, Mo, P, Re, Tl y Tc e isétopos y radioisotopos de los
mismos;

R1, R'2 y Re son cada uno independientemente Y-Rg, -NRgR'g 0 -N"RgR'9R"g A°
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0 R1y Re juntos forman un anillo que comprende un residuo de péptido RGD o de peptidomimético de RGD;
YesOo0S;

R4 es -CH=CRgR'y, -CH=CRgHal, -CH=CH-CH2-NRgR'y, -CH=CH-CH,-N*RgR'9sR"9 A", -CHO, -CH=NRg, -CH=N*RgR'y
A", -CH2-ORg, -CH,-SRg, -CHy-Hal, -CH2-Rg, -CH2-NRgR's, -CH2-N*RgR'9sR"9 A", -CH,-CH2Rg, -CH>-CHyHal, -CH»-
CH20Rg, -CH2-CH2SRg, -CH2-CH2-NRgR'g, -CH2-CH2-N*RgR'9R"g A", -COCH3, C(CH3)=CRgR'g, -C(CH3)=CRgHal, -
C(CHs)=NRs, -CH(CH3)=N*RgR'sA", -CH(CHs)-Hal, -CH(CHs)-ORs, -CH(CHs)-SRs, -CH(CHs3)-NRgR's, -CH(CHa)-
N*RgR'g R'9A" 0 -C=CRg;

R's es metilo o formilo;

Rs, Rg, R'9 y R"9 cada uno es independientemente:
(@H;
(b) hidrocarbilo C4-Cs;

(c) hidrocarbilo C4-Cys sustituido por uno o varios grupos funcionales seleccionados a partir del grupo que
consiste en haldgeno, nitro, oxo, OR, SR, epoxi, epitio, -CONRR', -COR, COOR, -OSO3R, -SO3R, -SO2R, -
NHSO2R, -SO2NRR', -NRR', =N-OR, =N-NRR', -C(=NR)-NRR’, -NR-NRR', -(R)N-C(=NR)-NRR', O<NR-,
>C=NR, -(CH2),-NR-COR, -(CH2)»-CO-NRR', -O-(CH2):-OR, -O-(CH2),-O-(CH2)r-R, -PRR'’, -OPO3RR’, -PO2HR
y -PO3RR', en donde R y R' son cada uno independientemente H, hidrocarbilo o heterocicliio y R" es
hidrocarbilo o heterociclilo, R' puede ser ademas un residuo de un péptido RGD o de un peptidomimético de
RGD, o Ry R'junto con el atomo de N al que estan fijados forman un anillo saturado de 5-7 miembros que
contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado a partir de O, S y N, en donde el atomo de N
adicional puede estar sustituido, y R" es H, un cation, hidrocarbilo o heterociclilo;

(d) hidrocarbilo C1-Cys sustituido por uno o varios grupos funcionales seleccionados a partir del grupo que
consiste en grupos cargados positivamente, grupos cargados negativamente, grupos basicos que se convierten
en grupos cargados positivamente en condiciones fisioldgicas y grupos acidos que se convierten en grupos
cargados negativamente en condiciones fisiologicas;

(e) hidrocarbilo C4-C25 que contiene uno o varios heteroatomos y/o uno o varios restos carbociclicos o
heterociclicos;

(f) hidrocarbilo C4-C2s que contiene uno o varios heteroatomos y/o uno o varios restos carbociclicos o
heterociclicos y esta sustituido por uno o varios grupos funcionales tal y como se definen en (c) y (d)
anteriormente;

(g) hidrocarbilo C+-Cys sustituido por un residuo de un aminoacido, un péptido RGD, una proteina, un
monosacarido, un oligosacarido, un polisacarido o un ligando polidentado y su complejo quelante con metales;
o]

(h) un residuo de un aminoacido, un péptido, preferiblemente un péptido RGD o un peptidomimético de RGD,
una proteina, un monosacarido, un oligosacarido, un polisacarido o un ligando polidentado y su complejo
quelante con metales;

Rs puede ser ademas H* o un catién R*1o cuando R4, R'2 y Re cada uno es independientemente Y-Rsg;
R*10 es un metal, un grupo amonio o un catién organico;

A" es un anion fisiolégicamente aceptable;

mes0o01;

la linea punteada en las posiciones 7-8 representa un doble enlace opcional; y

sales farmacéuticamente aceptables e isémeros 6pticos de los mismos;

y dicho derivado de clorofila o bacterioclorofila de férmula 1l contiene al menos un residuo de péptido que contiene
RGD.

Tal y como se emplea en esta memoria, el término "hidrocarbilo” se refiere a cualquier radical hidrocarbilo lineal o
ramificado, saturado o insaturado, aciclico o ciclico, incluyendo radicales aromaticos, de 1-25 atomos de carbono,
preferiblemente de 1 a 20, mas preferiblemente de 1 a 6, lo mas preferiblemente de 2-3 atomos de carbono. El
hidrocarbilo puede ser un radical alquilo, preferiblemente de 1-4 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo,
propilo, butilo o alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo tal como fenilo o un grupo aralquilo tal como bencilo, o en la
posicion 17 de los compuestos de formula 1l es un radical obtenido a partir de compuestos naturales de Chl y Bchl,
p. €j., geranilgeranilo (2,6-dimetil-2,6-octadienilo) o fitilo (2,6,10,14-tetrametil-hexadec-14-en-16-ilo).
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Tal y como se emplea en esta memoria, la expresion "resto carbociclico” se refiere a un compuesto monociclico o
policiclico que contiene solo atomos de carbono en el (los) anillo(s). El resto carbociclico puede estar saturado, es
decir, cicloalquilo, o insaturado, es decir, cicloalquenilo, o ser aromatico, es decir, arilo.

El término "alcoxi" tal y como se emplea en esta memoria, se refiere a un grupo alquil(C+-Caz5)-O-, en donde el alquilo
C1-C25 es como se ha definido anteriormente. Ejemplos de alcoxi son metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, butoxi,
isobutoxi, terc-butoxi, pentoxi, hexoxi, -OC4sHz1, -OC1gHs3, -OC17H3s5, -OC1gH37, y similares. El término "ariloxi" tal y
como se emplea en esta memoria, se refiere a un grupo aril(Ce-C1g)-O-, en donde el arilo Cs-C1g €s como se ha
definido anteriormente, por ejemplo, fenoxi y naftoxi.

Los términos y expresiones "heteroarilo" o "resto heterociclico" o "heteroaromatico” o "heterociclilo”, tal y como se
emplean en esta memoria, significan un radical obtenido a partir de un anillo heteroaromatico monociclico o
policiclico que contiene de uno a tres heteroatomos seleccionados a partir del grupo que consiste en O, S y N.
Ejemplos particulares son pirrolilo, furilo, tienilo, pirazolilo, imidazolilo, oxazolilo, tiazolilo, piridilo, quinolinilo,
pirimidinilo, 1,3,4-triazinilo, 1,2,3-triazinilo, 1,3,5-triazinilo., benzofurilo, isobenzofurilo, indolilo, imidazo[1,2-a]piridilo,
bencimidazolilo, benzotiazolilo y benzoxazolilo.

Cualquier "carbociclo", "arilo" o "heteroarilo" puede estar sustituido por uno o varios radicales tales como halégeno,
arilo Cs-C14, alquilo C4-Cas, nitro, OR, SR, -COR, -COOR, -SO3R, -SO2R, -NHSO2R, -NRR', -(CH),-NR-COR' y -
(CH2)-CO-NRR'. Debe entenderse que cuando se sustituye un anillo heteroaromatico policiclico, las sustituciones
pueden estar en cualquiera de los anillos carbociclicos y/o heterociclicos.

El término "halégeno”, tal y como se emplea en esta memoria, se refiere a fluor, cloro, bromo o yodo.

En una realizacion de la invencion, el fotosensibilizador del conjugado es una clorofila o una bacterioclorofila de
férmula 1l que contiene al menos un grupo cargado negativamente y/o al menos un grupo acido que se convierte en
un grupo cargado negativamente a pH fisiologico.

Tal y como se define en esta memoria, "un grupo cargado negativamente" es un anién obtenido a partir de un acido
e incluye carboxilato (COQ"), tiocarboxilato (COS-), sulfonato (SO37) y fosfonato (POs%), y el "grupo acido que se
convierte en un grupo cargado negativamente en condiciones fisioldgicas" incluye los grupos de acido carboxilico (-
COORH), tiocarboxilico (-COSH), sulfonico (-SO3H) y fosfonico (-PO3sHz). Los derivados de BChl con grupos cargados
negativamente o grupos convertidos a los mismos en condiciones fisiolégicas se han descrito en el documento WO
2004/045492 del mismo solicitante.

En una realizacién mas preferida, el fotosensibilizador en el conjugado de la invencion es clorofila o bacterioclorofila
de formula 1, en donde Rs es -NRgR's, R €s H y R’y es alquilo C1-C+o sustituido por SOsH o una sal alcalina del
mismo. Lo mas preferiblemente, el conjugado comprende un derivado de bacterioclorofila de férmula 1, en donde Rg
es -NH-(CH2)2-303K (0] -NH-(CH2)3-SO3K.

En ofra realizacion de la invencion, el fotosensibilizador del conjugado es una clorofila o una bacterioclorofila de
férmula 1l que contiene al menos un grupo cargado positivamente y/o al menos un grupo basico que se convierte en
un grupo cargado positivamente a pH fisiologico.

Tal y como se define en esta memoria, "un grupo cargado positivamente" indica un catiéon obtenido a partir de un
grupo que contiene N o de un grupo onio que no contiene N. Dado que el endotelio tumoral se caracteriza por un
mayor nuimero de sitios anidnicos, los grupos cargados positivamente o los grupos basicos que se han convertido a
grupos cargados positivamente en condiciones fisioldgicas, pueden mejorar la eficacia del direccionamiento de los
conjugados de la presente invencion.

Un "cation obtenido a partir de un grupo que contiene N" tal y como se emplea en esta memoria, indica, por ejemplo,
pero no se limita a, un grupo amonio -N*(RR'R"), hidrazinio -(R)N-N*(R'R"), amonio-oxi O«N*(RR')-, iminio
>C=N*(RR'"), amidinio -C(=RN)-N*R'R" o guanidinio -(R)N-C(=NR)-N*R'R", en donde R, R' y R" son cada uno
independientemente H, hidrocarbilo, preferiblemente alquilo C4-Cs tal y como se define en esta memoria, fenilo o
bencilo, o heterociclilo, o en el grupo amonio uno de R, R' y R" puede ser OH, o dos de R, R'y R" en el grupo
amonio o Ry R' en los grupos hidrazinio, amonio-oxi, iminio, amidinio o guanidinio, junto con el atomo de N al que
estan fijados, forman un anillo saturado de 3-7 miembros, que opcionalmente contiene uno o varios heteroatomos
seleccionados a partir del grupo que consiste en O, S o N y opcionalmente esta sustituido adicionalmente en el
atomo de N adicional, o dicho catién se obtiene a partir de un compuesto que contiene uno o varios atomos de N en
un anillo heteroaromatico.

En una realizacion mas preferida, el conjugado de la presente invencion contiene un grupo amonio de férmula -
N*(RR'R"), en donde cada uno de R, R' y R" es independientemente H o hidrocarbilo o heterociclilo opcionalmente
sustituidos, tal y como se define en esta memoria, o uno de ellos puede ser OH. El grupo amonio -N*(RR'R") puede
ser un amonio secundario, en el que cualquiera de los radicales R, R' o R" es H; un amonio terciario, en el que solo
uno de R, R' o R" es H; o un amonio cuaternario, en el que cada uno de R, R' 0 R" es un grupo hidrocarbilo o
heterociclilo opcionalmente sustituido como se define en esta memoria. Cuando uno de R, R' o R" es OH, el grupo
es un grupo hidroxilamonio. Preferiblemente, el grupo amonio es un grupo amonio cuaternario en el que R, R'y R"
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cada uno es alquilo C4-Cs tal como metilo, etilo, propilo, butilo, hexilo. El grupo amonio puede ser un grupo terminal
en la molécula o puede encontrarse dentro de una cadena de alquilo en la molécula.

En el hidrazinio -(R)N-N*(R'R"), amidinio -C(=NR)-N*R'R" y guanidinio -(R)N-C(=NR)-N*R'R", los grupos R, R'y R"
pueden ser cada uno independientemente H o hidrocarbilo o heterociclilo, o R' y R" junto con el atomo de N al que
estan fijados forman un anillo saturado de 3-7 miembros, como se define en esta memoria. Los ejemplos de tales
grupos incluyen aquellos en los que R es Hy R' y R" cada uno es alquilo C4-Cs tal como metilo, etilo, propilo, buitilo,
hexilo.

En los grupos amonio-oxi O—N*(RR')- e iminio >C=N*(RR'), R y R' pueden ser cada uno independientemente H o
hidrocarbilo, preferiblemente alquilo C4-Cs, 0 heterociclilo, o R y R' junto con el atomo de N al que estan fijados
forman un anillo saturado de 3-7 miembros, como se define en esta memoria.

En otra realizacion preferida, el derivado de clorofila o bacterioclorofila contiene un grupo amonio ciclico de férmula -
N*(RR'R"), en el que dos de R, R'y R" junto con el atomo de N forman un anillo saturado de 3-7 miembros definido a
continuacion.

Tal y como se define en esta memoria, "un anillo saturado de 3-7 miembros" formado por dos de R, R'y R" junto con
el atomo de N al que estan fijados, puede ser un anillo que contiene solo N, tal como aziridina, pirrolidina, piperidina,
piperazina o azepina, o puede contener un heteroatomo adicional seleccionado a partir de O y S tal como morfolina
o tiomorfolina. El atomo de N adicional en el anillo de piperazina puede estar opcionalmente sustituido con alquilo,
por ejemplo alquilo C+4-Cs, que puede estar sustituido con halo, OH o amino. Los grupos onio obtenidos a partir de
dichos anillos saturados incluyen aziridinio, pirrolidinio, piperidinio, piperazinio, morfolinio, tiomorfolinio y azepinio.

Tal y como se define en esta memoria, "un catién obtenido a partir de un radical heteroaromatico que contiene N"
indica un catién obtenido a partir de un compuesto N-heteroaromatico que puede ser un compuesto monociclico o
policiclico que opcionalmente contiene atomos de O, S o N adicionales. El anillo a partir del cual se obtiene el catiéon
debe contener al menos un atomo de N y ser aromatico, pero el o los otros anillos, si los hay, pueden estar
parcialmente saturados. Los ejemplos de cationes N-heteroaromaticos incluyen pirazolio, imidazolio, oxazolio,
tiazolio, piridinio, pirimidinio, quinolinio, isoquinolinio, 1,2,4-triazinio, 1,3,5-triazinio y purinio.

El grupo cargado positivamente también puede ser un grupo onio que no contiene nitrégeno tal como fosfonio [-
P*(RR'R")], arsonio [-As*(RR'R")], oxonio [-O*(RR")], sulfonio [-S*(RR'")], selenonio [-Se*(RR")], teluronio [-Te*(RR")],
estibonio [-Sb*(RR'R")] o bismutonio [-Bi*(RR'R")], en donde cada uno de R, R'y R" independientemente, es H,
hidrocarbilo o heterociclilo, preferiblemente alquilo C1-Cs tal como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo o hexilo, o arilo,
preferiblemente, fenilo.

Ejemplos de grupos fosfonio de formula -P*(RR'R") incluyen grupos en los que R, R'y R" son cada uno metilo, etilo,
propilo, butilo o fenilo, o R es metilo, etilo, propilo, butilo o hexilo y R' y R" son ambos fenilo. Ejemplos de grupos
arsonio de féormula -As*(RR'R") incluyen grupos en los que R, R' y R" son cada uno metilo, etilo, propilo, butilo o
fenilo. Ejemplos de grupos sulfonio de férmula -S*(RR") incluyen grupos en los que R y R' son cada uno metilo, etilo,
propilo, butilo, fenilo, bencilo, fenetilo o un grupo hidrocarbilo sustituido.

Tal y como se define en esta memoria, "un grupo basico que se convierte en un grupo cargado positivamente en
condiciones fisiologicas" es, al menos teéricamente, cualquier grupo basico que generara en condiciones fisiolégicas
un grupo cargado positivamente tal y como se define en esta memoria. Debe observarse que las condiciones
fisiolégicas, tal y como se usan en esta memoria, no se refieren Unicamente al suero, sino a diferentes tejidos y
compartimentos celulares en el organismo.

Ejemplos de tales grupos basicos que contienen N incluyen, sin limitacion, cualquier grupo amino que generara un
grupo amonio, cualquier grupo imina que generara un grupo iminio, cualquier grupo hidrazina que generara un grupo
hidrazinio, cualquier grupo aminoxi que generara un grupo amonio-oxi, cualquier grupo amidina que generara un
grupo amidinio, cualquier grupo guanidina que generara un grupo guanidinio, todos como se han definido en esta
memoria. Otros ejemplos incluyen grupos fosfino y mercapto.

Por lo tanto, los conjugados de la presente invencion pueden contener al menos un grupo basico que se convierte
en un grupo cargado positivamente en condiciones fisiolégicas tales como -NRR', -C(=NR)-NR'R", -NR-NR'R", -(R)N-
C(=NR)-NR'R", O<—NR- o >C=NR, en donde cada uno de R, R' y R" independientemente es H, hidrocarbilo,
preferiblemente alquilo C+-C2s, mas preferiblemente alquilo C4-C19 0 C+-Cs, 0 heterociclilo, o dos de R, R'y R" junto
con el atomo de N forman un anillo saturado de 3-7 miembros, que opcionalmente contiene un atomode O, So Ny
esta opcionalmente sustituido adicionalmente en el atomo de N adicional, o el grupo basico es un radical
heteroaromatico que contiene N.

El anillo saturado de 3-7 miembros puede ser aziridina, pirrolidina, piperidina, morfolina, tiomorfolina, azepina o
piperazina opcionalmente sustituidas en el atomo de N adicional por alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido por halo,
hidroxilo o amino, y el radical heteroaromatico que contiene N puede ser pirazolilo, imidazolilo, oxazolilo, tiazolilo,
piridilo, quinolinilo, isoquinolinilo, pirimidilo, 1,2,4-triazinilo, 1,3,5-triazinilo o purinilo.
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Los derivados de BChl con grupos cargados positivamente o grupos convertidos a los mismos en condiciones
fisiolégicas se han descrito en el documento WO 2005/120573 del mismo solicitante.

En una realizacion, el fotosensibilizador es una clorofila o bacterioclorofila de féormula 1l y R es un grupo basico -
NRgR's en donde Rg es H y R'g es alquilo C+-Cs sustituido por un grupo basico -NRR' 0 -NH-(CH)2s-NRR' en donde
cada uno de R y R' independientemente es H, alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con NH; o R y R' junto con el
atomo de N forman un anillo saturado de 5-6 miembros, que opcionalmente contiene un atomo de O o N y esta
opcionalmente sustituido adicionalmente en el atomo de N adicional por -(CH2)2-6-NH>.

En ofra realizacion, el fotosensibilizador es una bacterioclorofila de férmula Il y Re es -NH-(CHz)3-NH-(CH2)3-NHo, -
NH-(CHz).-1-morfolino o -NH-(CHz)s-piperazino-(CHz)3-NHa.

En una realizacion adicional, Ry y Re juntos forman un anillo ciclico que comprende un péptido RGD o un
peptidomimético de RGD.

En otra realizacién, Rs, Rg 0 R'g cada uno es un alquilo C4-Cs sustituido con uno o varios grupos -OH. Por ejemplo, el
fotosensibilizador es una clorofila o una bacterioclorofila de férmula 1l y Rs es -NRgR's, Ry es H y R's es HOCH.-
CH(OH)-CHy-.

En otra realizacion, el fotosensibilizador es una clorofila o una bacterioclorofila de formula Il y Rs es -NRgR'g, Rg es H
y R’y es alquilo C4-Cs sustituido por un ligando polidentado o sus complejos quelantes con metales. Los ejemplos de
ligandos polidentados incluyen EDTA (acido etilendiaminotetraacético), DTPA (acido dietilentriaminopentaacético) o
el ligando macrociclico DOTA. En una realizacion preferida, el ligando polidentado es DTPA, Rg es -NH-(CH.)3-NH-
DTPA, y el metal es Gd.

El cation Rg* puede ser un catién monovalente o divalente obtenido a partir de un metal alcalino o alcalinotérreo tal
como K*, Na*, Li*, NHs*, Ca?*, mas preferiblemente K*; o Rg* es un cation organico obtenido a partir de una amina o
de un grupo que contiene N.

Tal y como se define en esta memoria, el hidrocarbilo C4-C2s definido para Rs, Re y R's puede estar sustituido
opcionalmente por uno o varios grupos funcionales seleccionados a partir de halégeno, nitro, oxo, OR, SR, epoxi,
epitio, aziridina, -CONRR', -COR, COOR, -OSO3R, -SO3R, -SO2R, -NHSO2R, -SO2NRR' -NRR’, =N-OR, =N-NRR', -
C(=NR)-NRR’, -NR-NRR', -(R)N-C(=NR)-NRR', O<—NR-, >C=NR, -(CH2),-NR-COR', -(CH2),-CO-NRR', -O-(CH2),-
OR, -O-(CH>),-O-(CH2),-R, -PRR', -OPO3RR’, -PO2HR, -PO3RR’; uno o varios grupos cargados negativamente tales
como COO;, COS, -0SOs, -SO5, -OPO3R, -PO.H, -POs* y - PO3;R; y/o uno o varios grupos cargados
positivamente tales como -P*(RR'R"), -As*(RR'R"), -O*(RR'), -S*(RR'), -Se*(RR’"), -Te*(RR'), -Sb*(RR'R"), -
Bi*(RR'R"), O<—N*(RR')-, >C=N*(RR'), -N*(RR'R"), -(R)N-N*(RR'R"), -(R)N-C(=HN)-N*RR'R", -C(=NH)-N*(RR'R"), o
un catién N-heteroaromatico tal como pirazolio, imidazolio, oxazolio, tiazolio, piridinio, quinolinio, pirimidinio, 1,2,4-
triazinio, 1,3,5-triazinio y purinio; en donde n es un numero entero de 1 a 6, R, Ry R" cada uno es
independientemente H, hidrocarbilo o heterociclilo, o dos de R, R' y R" junto con el atomo de N al que estan fijados
forman un anillo saturado de 3-7 miembros, que contiene opcionalmente uno o varios heteroatomos seleccionados a
partir del grupo que consiste en O, S o N y ademas esta opcionalmente sustituido en el atomo de N adicional. El
hidrocarbilo C+-Cys definido para Ry, Rs, Rg y R's también puede estar sustituido con el residuo de un monosacarido,
oligosacarido o polisacarido tal como glicosilo, o de un aminoacido, un péptido o una proteina, preferiblemente un
péptido RGD. Ademas, Rs, Ry y Ry cada uno puede ser independientemente un residuo de un monosacarido,
oligosacarido o polisacarido tal como glicosilo, o de un aminoacido, un péptido o una proteina, o un ligando
polidentado tal como DTPA, DOTA, EDTA y similares y sus complejos quelantes con metales.

En los grupos OR y SR, cuando R es H, los grupos hidroxi y mercapto estan representados, respectivamente, y
cuando R es distinto de H, los éteres y sulfuros estan representados. En el grupo -PRR’, el grupo fosfino esta
representado cuando Ry R' son H. En el grupo -COR, cuando R es H, el grupo formilo -CHO de un aldehido esta
representado, mientras que cuando R es distinto de H, este es el residuo de una cetona tal como grupos
alquilcarbonilo y arilcarbonilo. En el grupo COOR, cuando R no es H, este es un grupo éster de acido carboxilico tal
como los grupos alcoxicarbonilo y ariloxicarbonilo. Del mismo modo, los ésteres estan representados en los grupos -
0SO0sR, -SO3R, -SO2R, -OPO3RR', -PO2HR y -PO3RR' cuando R y R' son distintos de H.

En una realizaciéon preferida de la invencion, el fotosensibilizador no esta metalado, es decir, M es 2H. En otras
realizaciones preferidas, el fotosensibilizador se metala tal y como se ha definido anteriormente, mas
preferiblemente M es Pd, Cu o Mn, lo mas preferiblemente Pd o Cu.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el fotosensibilizador es una Bchl de formula Il, y M es 2H, Cu,
Mn o Pd. En ofras realizaciones, el fotosensibilizador es una Chl de férmula Il, y M es 2H, Cu o Mn.

En algunas realizaciones preferidas, el conjugado comprende un fotosensibilizador de Bchl de formula Il en donde M
es Pd, Mn, Cu o 2H; m es 0; Ry es NH-P, en donde P es el residuo de un péptido que contiene RGD o un
peptidomimético de RGD unido directamente al NH- o mediante un espaciador; R'; es metoxi; R4 en la posicién 3 es
acetilo y en la posicion 8 es etilo; R'4 es metilo; y Rs es -NH-(CH2),-SO3"Me*, en donde nes 2 0 3y Me* es Na* o K*.
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En una realizacion, la invencion se refiere al conjugado en el que: (i) cualquiera de los hidrocarbilos C1-Czs es un
alquilo, alquenilo o alquinilo C4-Css, preferiblemente C4-C19, mas preferiblemente C,-Cs; (ii) M es 2H o un metal
seleccionado a partir de Pd, Mn o Cu; y (iii) cada R4, independientemente, es un radical acetilo, vinilo, etilo o 1-
hidroxietilo o un éter o éster de dicho radical 1-hidroxietilo; preferiblemente R4 en la posicion 3 es acetilo, R4 en la
posicion 8 es etilo, R's es metilo y el fotosensibilizador es una bacterioclorofila de férmula Il en la que las posiciones
7-8 estan hidrogenadas y contiene al menos un grupo seleccionado a partir de:

(a) un grupo cargado negativamente seleccionado a partir de COO-, COS, SOs, or POz

(b) un grupo acido que se convierte en un grupo cargado negativamente a pH fisioldgico, seleccionado a partir
de COOH, COSH, SO3H o PO3H, 0 una sal de los mismos:

(c) un grupo onio seleccionado a partir de -O*(RR'), -S*(RR’), -Se*(RR’), -Te*(RR'"), -P*(RR'R"), -As*(RR'R"), -
Sb*(RR'R") y -Bi*(RR'R"), en donde R, R' y R" son cada uno independientemente H, hidrocarbilo o heterociclilo;

(d) un grupo cargado positivamente, preferiblemente un grupo final o un grupo ubicado dentro de una cadena
de alquilo, seleccionado a partir de un catién obtenido a partir de un grupo que contiene N seleccionado a partir
de un grupo -N*(RR'R"), -(R)N-N*(RR'R"), O<—N*(RR'R")-, >C=N*(RR'), -C(=NR)-N*RR'R" 0 -(R)N-C(=NR)-
N*RR'R", preferiblemente N*(RR'R"), o un catién obtenido a partir de un compuesto heteroaromatico que
contiene uno o varios atomos de N y opcionalmente atomos de O o S tal como pirazolio, imidazolio, oxazolio,
tiazolio, piridinio, quinolinio, isoquinolinio, pirimidinio, 1,2,4-triazinio, 1,3,5-triazinio o purinio, o

(e) un grupo basico que se convierte en un grupo cargado positivamente en condiciones fisiologicas, dicho
grupo basico es un grupo final o un grupo ubicado dentro de una cadena de alquilo, seleccionado a partir de un
grupo -NRR', -C(=NR)-NR'R", -NR-NR'R", -(R)N-C(=NR)-NR'R", O—NRR'- 0 >C=NR, o el grupo basico es un
radical heteroaromatico que contiene N seleccionado a partir de pirazolilo, imidazolilo, oxazolilo, tiazolilo,
piridilo, quinolinilo, isoquinolinilo, pirimidilo, 1,2,4-triazinilo, 1,3,5-triazinilo o purinilo, en donde R, R'y R" cada
uno es independientemente H, hidrocarbilo o heterociclilo, o heterociclilo, o dos de R, R'y R" junto con el atomo
de N al que estan fijados forman un anillo saturado de 3-7 miembros, que opcionalmente contiene uno o varios
heteroatomos seleccionado a partir de O, S o N, y ademas esta opcionalmente sustituido en el atomo de N
adicional.

En una realizaciéon preferida, el fotosensibilizador es una bacterioclorofila de férmula Il en la que Rs es -NRgR's, Rg
es Hy R’y se selecciona a partir de: (i) alquilo C4-C+o sustituido por SO3H o una sal alcalina del mismo; o (ii) alquilo
C1-Cs sustituido por un grupo basico -NRR' o -NH-(CHz)2.6-NRR', en donde cada uno de R y R' independientemente
es H, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con NH,, o Ry R junto con el atomo de N forman un anillo saturado de
5-6 miembros, que opcionalmente contiene un atomo de O o N y ademas esta opcionalmente sustituido en el atomo
de N adicional por -(CH2)2.6-NH2. En realizaciones preferidas, Rs es (i) -NH-(CH.)2-SO3K o -NH-(CH)3-SOsK; o (ii)
-NH-(CH3)3-NH-(CH2)3-NH>, -NH-(CH>)2-1-morfolino o -NH-(CH.)s-piperazino-(CH3)3-NH..

En otra realizacion, el fotosensibilizador es una bacterioclorofila de formula Il y Ry y Rg juntos forman un anillo ciclico
que comprende un péptido RGD o un peptidomimético de RGD.

En ciertas realizaciones, el péptido que contiene RGD en el conjugado de la invencion es un péptido ciclico
seleccionado a partir de ¢(RGDfK) (SEQ ID NO: 1), en donde f indica D-Phe, ¢(RGDK) (SEQ ID NO: 3), ¢(RGDf-
n(Me)K) (SEQ ID NO: 4), c(RGDyK) (SEQ ID NO: 5), en donde y es D-Tyr, o CDCRGDCGC (SEQ ID NO: 9),
preferiblemente el pentapéptido ¢(RGDfK), o el péptido que contiene RGD es un péptido lineal seleccionado a partir
del hexapéptido GRGDSP (SEQ ID NO: 6), el heptapéptido GRGDSPK (SEQ ID NO: 7), o el péptido de 25 unidades
(GRGDS))4K (SEQ ID NO: 8).

En las realizaciones mas preferidas de la invencion, el conjugado se selecciona a partir del compuesto 13, en esta

memoria también indicado como c(RGDfK)-2H-MLT y el compuesto 24, en esta memoria también indicado como
c(RGDfK)-Pd-MLT, con las férmulas | y lla, respectivamente:
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CONH
CO,CH;

COT" SO3K Co’f” SO3K

cicloRGDfK cicloRGDfK

I Ha

En ofras realizaciones preferidas, M es Mn, R4, R'2, R4, R4 Rg son como se han definido anteriormente, y P es
c(RGDfK), en esta memoria indicado como compuesto 14 o c(RGDfK)-Mn-MLT, o M es Cu y el conjugado se indica
en esta memoria como compuesto 15 o ¢(RGDfK)-Cu-MLT.

En una realizacion preferida adicional, M en la Bchl de formula 1l es 2H, R'2, R4, R's y Rg son como se han definido
anteriormente, y Ry es NH-P en donde P es ¢c(RADfK) de SEQ ID NO: 2, en esta memoria indicado como compuesto
45 o ¢(RADfK)-2H-MLT, o P es c(RGDyK) de SEQ ID NO: 5.

En ofras realizaciones preferidas, M es 2H, R1, R'2, R4, R'4 y Rs son como se han definido anteriormente y P es un
péptido lineal seleccionado a partir de GRGDSP de SEQ ID NO: 6, o GRGDSPK de SEQ ID NO: 7 o (GRGDSP), de
SEQ ID NO: 8, lo mas preferiblemente P es GRGDSP y el conjugado se indica en esta memoria como compuesto 26
0 GRGDSP-2H-MLT lineal.

En todavia otras realizaciones preferidas, en la Bchl de férmula II, M es Pd, m es 0, Ry es NH-P en donde P es
c(RGDfK), R'; es metoxi, R4 en la posicion 3 es acetilo y en la posicién 8 es etilo, R's es metilo y Rs es -NH-(CHy)s-
SOs3 K, o P es el ciclopéptido RGDf-n(Me)K de SEQ ID NO: 4 y Rg es -NH-(CH)2-SO3 K.

Realizaciones preferidas adicionales en las que el atomo metalico central de Bchl de férmula Il es Pd; m, R'2, R4, R'4
son como se han definido anteriormente, R1 es HH-P y Rs es -NH-(CH3),-SO3 K, se refieren a conjugados con los
péptidos lineales GRGDSPK de SEQ ID NO: 7 o (GRGDSP), de SEQ ID NO: 8.

En todavia una realizacion mas preferida, el conjugado comprende una Bchl de férmula Il en la que M es Pd; m, R,
R4, R'4 son como se han definido anteriormente, Ry es NH-CH[(-(CH3).-CO-NH-P]2, en donde P es el residuo del
péptido que contiene RGD, c(RGDyK) de SEQ ID NO: 5, y Rs es -NH-(CH2)>-SOsK, en esta memoria indicado como
compuesto 36 o c(RGDyK),-2H-MLT.

En otras dos realizaciones preferidas de la invencién, en la Bchl de formula Il M es Pd o 2H; m es 0; Ry es NH-P, en
donde P es el residuo de c(RGDfK) (SEQ ID NO: 1), R'2 es metoxi; R4 en la posicion 3 es acetilo y en la posicion 8
es etilo; R's es metilo y Rs es -NH-CH2-CH(OH)-CH,OH.

En todavia otras realizaciones preferidas, los conjugados comprenden un péptido RGD como se ha mencionado
anteriormente, preferiblemente c(RGDfK) conjugado con una Bchl de férmula Il, en donde M es 2H; m, Ry, R'2, Ry,
R's son como se han definido anteriormente y Rs es NH-(CH2)3-NH-(CH>)3-NH>, -NH-(CH;).-morfolino o -NH-(CH_)s-
piperazino-(CHz)3-NHa.

Otras realizaciones preferidas se refieren a conjugados que comprenden una Bchl de férmula Il en la que M es 2H;
m es 0; Ry es NH-c(RGDfK), R'> es metoxi, R4 en la posicion 3 es acetilo y en la posicion 8 es etilo, R's es metilo; y
Re es -NH-(CH3)3-NH-CO-DTPA, o su complejo de quelato con Gd.

La invencion se refiere ademas a conjugados preferidos que comprenden una Bchl fotosensibilizadora de formula |l
en donde M es Pd o 2H; m es 0; Ry es NH-P, en donde P es el residuo de un peptidomimético de RGD unido
directamente al NH- o a través de un espaciador; R'> es metoxi; R4 en la posiciéon 3 es acetilo y en la posicién 8 es
etilo; R4 es metilo; y Rs es -NH-CH,-CH(OH)-CH2-OH o -NH-(CH;)»-SOsK.
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En ofra realizacion, el conjugado comprende una Chl de férmula Il en donde M se selecciona a partir de Mn, Cu o
2H; Ry es NH-P, en donde P es el residuo de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD unido
directamente al NH- o a través de un espaciador; R4 en la posicion 3 es vinilo y en la posicion 8 es etilo; R's es
metilo; y Re es -NH-(CH.).-SO3sMe*, en donde Me* es Na* o K*.

En realizaciones preferidas en la Chl de formula 1l, M es 2H o Cu o0 Mn, y R4, R4 y R son como se han definido
anteriormente y el fotosensibilizador se conjuga con el péptido c(RGDfK) pentaciclico que contiene RGD de SEQ ID
NO: 1.

En ofra realizacion, Ry y Re juntos forman un anillo ciclico que comprende -NH-RGD-CO-NH-(CH;)>-NH- o -NH-
RGD-CO-NH-(CHz).-piperazino-(CH2).-NH-. En una realizacion, el conjugado comprende una Bchl de férmula Il en
donde m es 0; R'; es metoxi; Rs en la posicion 3 es acetilo y en la posicién 8 es etilo; R's es metilo; y Ry y Re juntos
forman un anillo ciclico que comprende -NH-RGD-CO-NH-(CH)2-NH- y M es Pd o M es 2H o R1 y Re juntos forman
un anillo ciclico que comprende -NH-RGD-CO-NH-(CHa)2-piperazino-(CHz).-NH- y M es Pd.

Aplicabilidad industrial

Para uso en la presente invencion, los conjugados se formulan en una composicion farmacéutica que comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la composicion farmacéutica es para uso con fines de diagndstico, para la visualizacion de
tumores que comprenden dominios necroticos.

Se pueden aplicar diversas técnicas de diagndstico de acuerdo con la invencion, adaptando el atomo metalico
central a la técnica en particular.

Para el diagnostico de dominios necréticos tumorales mediante la formacion de imagenes con fluorescencia
dinamica, M en el fotosensibilizador es 2H o un metal seleccionado a partir de Pd y Zn.

Para el diagndstico de dominios necréticos tumorales mediante una técnica de radiodiagnéstico, M en el
fotosensibilizador es un radioisotopo seleccionado a partir de 84Cu, $’Cu, ®™Tc, 6’Ga, 2°'Tl, 19Pt, 8°Co, ""'In y 5'Cr.
En una realizacién, la técnica de radiodiagnostico es la tomografia por emisién de positrones (PET) y M es %Cu o
67Cu. En otra realizacion, la técnica de radiodiagndstico es la tomografia por emision de foton tnico (SPET) y M es
un radioisétopo seleccionado a partir de *°™Tc, 6’Ga, '%5Pt, "'In, 5'Cr y 8°Co.

Para el diagnéstico de dominios necréticos tumorales mediante la formacion de imagenes por resonancia magnética
molecular (MRI), M es un metal paramagnético seleccionado a partir de Mn®, Cu®*, Fe*, Eu®*, Gd* y Dy*, o el
fotosensibilizador esta sustituido por un complejo de quelato metalico de un ligando polidentado y el metal es como
se ha definido anteriormente en esta memoria.

En una realizacion, la invencion se refiere a un conjugado de la invencion para uso en el diagnéstico de un tumor
que comprende dominios necroéticos, en donde el diagndstico es mediante formacion de imagenes con fluorescencia
dinamica, mediante técnica de radiodiagndstico o mediante formacion de imagenes por resonancia magnética
molecular (RMI).

En una realizacion, el conjugado es para uso en el diagnéstico de un tumor que comprende dominios necréticos, en
donde:

el conjugado es para uso en el diagnéstico por formacion de imagenes con fluorescencia dinamica,

(i) M es 2H o un metal seleccionado a partir de Pd y Zn y el sujeto se tiene que iluminar, y la fluorescencia se
medira en las areas sospechosas durante al menos 24-48 horas después de la administracion del conjugado a
intervalos de tiempo de 1-8 horas, en donde las areas que muestran fluorescencia desde 24-48 horas o durante
mas tiempo, indican la presencia de un tumor dominio necrético,

(i) el conjugado es para uso en una técnica de radiodiagndstico y M es un radiois6topo seleccionado a partir
del grupo de %Cu, ¥Cu, %°mTc, 57Ga, 2°'TI, '°5Pt, 8°Co, """In o 5'Cr, y el sujeto debe ser escaneado en un
escaner de formacion de imagenes durante al menos 24-48 horas después de la administracion del conjugado
a intervalos de tiempo de 1-8 horas, y el nivel de radiacion del area sospechosa se tiene que medir, en donde
las areas que muestran radiacion después de 24-48 horas o durante mas tiempo indican la presencia de un
dominio necrético tumoral, o

(iii) el conjugado es para uso en la formacion de imagenes por resonancia magnética molecular (MRI) y M es
un metal paramagnético seleccionado a partir de Mn®*, Cu?*, Fe®*, Eu®*, Gd** o Dy®** y el paciente es sometido
a una formacién de imagenes por resonancia magnética generando al menos una imagen por resonancia
magnética de la region diana de interés dentro del cuerpo del paciente antes de la administracion del
conjugado y una o varias imagenes por resonancia magnética en un segundo momento o mas puntos de
tiempo al menos 24-48 horas después de la administracion del conjugado y los datos son procesados y
analizados para diagnosticar la presencia o ausencia de un dominio necrético tumoral.
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Los conjugados para uso de la invencion son utiles en la deteccion de tumores que comprenden dominios necréticos
en los que el tumor es un tumor primario o metastasico tal como melanoma, tumores de préstata, cerebro, colon,
ovario, mama, colorrectal, cabeza y cuello, pared toracica provenientes del cancer de mama, canceres y tumores de
piel, pulmon, esoéfago y vejiga.

En una realizacion preferida, el tumor es cancer de mama localizado, particularmente carcinoma ductal in situ
(DCIS).

En ciertas realizaciones, el conjugado se selecciona a partir del compuesto 13 o el compuesto 24 de las férmulas | o
lla, respectivamente, anteriores, para uso en el diagnostico mediante la formacion de imagenes por fluorescencia
dinamica, el tumor es tumor mamario u ovarico, y los dominios necréticos se visualizan 3 a 8 dias después de la
administracion del conjugado.

En otras realizaciones, el conjugado de la invencion es para uso en el diagndstico mediante una técnica de
radiodiagnostico tal y como se ha descrito anteriormente, en donde la técnica de radiodiagnodstico se selecciona a
partir de tomografia por emisién de positrones (PET) y M es 8'Cu o 8Cu, o tomografia por emisién de fotén tnico
(SPET) y M es un radiois6topo seleccionado a partir de *™Tc, 8’Ga, '%Pt, "'In, 5'Cr y %°Co.

La presente invencioén se refiere ademas a un método para visualizar un tumor con dominios necréticos.
(i) mediante la formacién de imagenes por fluorescencia dinamica en donde dicho método comprende

(a) administrar un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y un
fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila de formula Il como se ha definido anteriormente, en donde
M es 2H o un metal seleccionado a partir de Pd y Zn, a un sujeto sospechoso de tener un tumor con
dominios necraéticos, e

(b) iluminar al sujeto y medir la fluorescencia de las areas sospechosas durante al menos 24-48 horas
después de la administracion del conjugado a intervalos de tiempo de 1-8 horas, o

(i) mediante una técnica de radiodiagndstico en la que dicho método comprende

(a) administrar un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y un
fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila de formula Il como se ha definido anteriormente, en donde
M es un radioisotopo seleccionado a partir de %Cu, 7Cu, %™Tc, $’Ga, 20'Tl, 195Pt, 6°Co, ""'In 0 5'Cr a un
sujeto sospechoso de tener un tumor con dominios necréticos, y

(b) escanear al sujeto en un escaner de formacion de imagenes durante al menos 24-48 horas después de
la administracion del conjugado a intervalos de tiempo de 1-8 horas, y medir el nivel de radiacion de las
areas sospechosas, o

(iii) mediante formacion de imagenes por resonancia magnética molecular (MRI) en donde dicho método
comprende

(a) administrar un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y un
fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila de formula Il como se ha definido anteriormente, en donde
M es un metal paramagnético seleccionado a partir de Mn3®*, Cu?*, Fe*, Eu®*, Gd* o Dy%** a un sujeto
sospechoso de tener un tumor con dominios necréticos, y

(b) someter al paciente a MRI generando al menos una imagen de MR de la region diana de interés dentro
del cuerpo del paciente antes de dicha administracion (tiempo cero) y una o varias imagenes de MR en un
segundo momento o mas puntos de tiempo al menos 24-48 horas, preferiblemente 96, horas después de
dicha administracion.

En realizaciones preferidas, los conjugados usados en el método anterior son el compuesto 13 (férmula I) o el
compuesto 24 (férmula lla).

El método para visualizar se puede emplear para un tumor primario o un tumor metastasico con dominios necréticos,
tal como melanoma, tumores de prdstata, cerebro, colon, ovario, mama, colorrectal, cabeza y cuello, pared toracica
provenientes del cancer de mama, canceres y tumores de piel, pulmén, esoéfago y vejiga. En una realizacion
preferida, el tumor es cancer de mama localizado, particularmente carcinoma ductal in situ (DCIS).

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un nuevo método para la deteccién de una necrosis tumoral que se
basa en la captacién selectiva y la acumulacion prolongada de conjugados fluorescentes de Chl/Bchl-RGD en los
dominios necréticos tumorales. El sensibilizador de Chl/Bchl se conjuga con ligandos que se dirigen a receptores
especificos de las células endoteliales y tumorales. Después, se inicia una generacion fotodinamica de ROS al
iluminar el volumen del tumor y sus proximidades una vez que la Chl/Bchl se acumula a concentraciones
suficientemente altas y se aclara del tejido circundante.
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El componente de Bchl del compuesto 24 tiene una fluorescencia intrinseca en el infrarrojo cercano (NIR) que se
puede detectar. Experimentos recientes, usando el compuesto 24, mostraron una acumulacion de hasta 4-8 uM en
xenoinjertos de tumores primarios. El compuesto 24 permanece en el sitio del tumor durante un tiempo prolongado,
lo que permite una acumulacion de la sefial y una buena relacion sefial/ruido. Esas habilidades de la molécula
probablemente dependen de la interaccién entre Bchl y la albumina sérica, lo que hace que esta molécula sea un
buen candidato para la obtencion de imagenes dirigidas y, eventualmente una terapia dirigida. Otro derivado de
Bchl, el compuesto 13, tiene una capacidad de brillo que es tres érdenes de magnitud mas alta y, por lo tanto, podria
ser un candidato aun mejor para la obtencion de imagenes dirigidas. Esas moléculas abren la posibilidad de detectar
con precision los margenes tumorales y las necrosis en un modelo de adenocarcinoma de mama humano. La
deteccion de los margenes tumorales y las necrosis presenta hasta la fecha dos de los problemas mas desafiantes
en el tratamiento de tumores. Ademas, ambos son agentes de prediccion fiables de un nuevo crecimiento tumoral
después del tratamiento. Por lo tanto, en el futuro, cuando se aplique clinicamente, se espera que los derivados de
RGD mencionados anteriormente sean adecuados para la deteccién de tumores y de necrosis en la mesa de
operaciones.

La presente invencion ha introducido un nuevo enfoque para lograr una acumulacion prolongada de derivados de
Chl/Bchl que se conjugan con péptidos RGD en dominios necréticos tumorales después de una residencia temporal
en el tejido tumoral viable. Los compuestos acumulados se pueden usar para la obtencion de imagenes in vivo de
los dominios tumorales viables (en tiempos cortos después de la administracion) o necréticos (en tiempos mas
largos). El nuevo enfoque ha sido ejemplificado por los compuestos 13 y 24. El ¢(RGDfK) ya ha sido reconocido
como un ligando altamente especifico para las integrinas a,f33 y a,s que estan reguladas al alza en la angiogénesis.
El resto del compuesto 25 proporciona al conjugado una fuerte autofluorescencia en NIR, lo que lo hace adecuado
para la formacion de imagenes fluorescentes después de la captacion en el tejido.

Los datos experimentales muestran que el resto RGD es esencial para la acumulacién especifica de los compuestos
13 y 24 en tumores pequeiios (no necroticos) y grandes (necroticos), ya que no se observo una acumulacion a corto
o largo plazo para el compuesto 25 sin conjugar. Ademas, el aclaramiento total del compuesto 25 del ratén tratado,
era significativamente mas rapido que el del compuesto conjugado. El mecanismo dependiente de RGD se ve
reforzado por el experimento de competencia descrito en este documento, en el que un exceso de c(RGDfK) libre,
inyectado poco después o simultaneamente con el compuesto 13, impedia la captacion posterior en el tejido tumoral.

Se observo una gran diferencia en la acumulacion del compuesto 13 entre los tumores necroticos y no necroticos.
Por lo tanto, pequefios tumores MDA-MB-231-RFP (~0,5 cm®), que aln no habian desarrollado una necrosis,
mostraban una rapida acumulacion de compuesto 13 en el tumor, 1-6,5 h después de la inyeccion del farmaco
seguido de un aclaramiento rapido (<24 h). Solo se pudieron detectar cantidades muy pequefias del farmaco en el
tumor en momentos posteriores, cuando la mayor parte del farmaco restante estaba confinado en los érganos del
aclaramiento (principalmente los rifiones pero también el higado). Tumores MDA-MB-231-RFP grandes (>1 cm?®) que
habian desarrollado una necrosis, mostraron una acumulacién mas lenta que alcanzaba una proporcién maxima de
concentracion tumoral, en comparacion con otros 6rganos, a partir de 48 h después de la inyeccion de farmaco. La
concentracion promedio del farmaco en la masa tumoral solo se redujo ligeramente a partir de 24 h después de la
inyeccion del farmaco. Estos resultados son generales para regiones tumorales necroéticas, pero difieren segun el
tipo de tumor. Ademas, se observé una diferencia similar entre los patrones de acumulacién en tumores necroticos y
no necroticos para el compuesto 24, excepto para las tasas de aclaramiento mas lentas observadas en el higado, lo
que hacian que el compuesto 13 fuera un mejor candidato para las aplicaciones clinicas.

Posiblemente, la diferencia observada en esta memoria entre las tasas de acumulacion del compuesto 13 en
regiones necréticas y no necroticas en un modelo de cancer de mama y un modelo de tumores de cancer de ovario,
esta relacionada con la naturaleza diferente del microambiente en los dos tipos de tumores. Se encontré una
relacion inversa entre el volumen tumoral y la densidad de los microvasos en los tumores de mama: a medida que
aumenta el volumen del tumor, hay una disminucién fuerte de la densidad de microvasos por centimetro cubico. Por
lo tanto, la concentracion de integrinas se vuelve proporcionalmente mas baja y, por lo tanto, la tasa de acumulacion
de farmaco dependiente de integrina deberia ser proporcionalmente mas baja.

La caracteristica mas llamativa de los datos presentados es el claro desplazamiento de la fluorescencia del farmaco
desde el volumen tumoral viable al necrético, demostrado por la formacion de imagenes fluorescentes de un tumor
extirpado de los tumores necréticos MDA-MB-231-RFP en diferentes momentos después de la administracion del
compuesto 13. Después de la dependencia de la acumulacion de farmaco sobre el resto RGD, puede ser posible
una acumulaciéon en multiples etapas, en donde la primera etapa implica la disociacion del resto del compuesto 25
(2H-MLT) desde una molécula de albumina sérica y una captacion activa por las integrinas avBs en el sistema
microvascular, células tumorales viables y posiblemente, macréfagos o neutrofilos. Se sugiere que esta etapa venga
seguida por una transferencia pasiva o migracion por transcitosis del compuesto 13 de acceso al dominio necrético y
una falta de drenaje desde alli durante un tiempo prolongado. En los tumores no necréticos, el farmaco se acumula
rapidamente, a través del area viable, que consiste en todo el tumor, pero como no hay necrosis el farmaco se
aclara rapidamente. Cuando se inyectaba el compuesto 24, los resultados de la fluorescencia del tumor extirpado
eran similares a los obtenidos con el compuesto 13.

Se han encontrado diferencias similares en la tasa de acumulacion en los tumores necréticos y no necréticos en
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otros modelos de tumores, es decir, MLS-mBanana, cancer de ovario humano. Sin embargo, existe alguna variacion
en las tasas y el patrén de acumulacion, lo que probablemente refleja los diferentes tipos de tumores. El compuesto
13 se acumula rapidamente en los tumores MLS-mBanana no necréticos y luego desaparece lentamente por
aclaramiento. En los tumores necréticos, el farmaco alcanza la concentracion maxima en los margenes viables en la
primera hora y luego se mueve hacia la zona necrética en donde alcanza una concentracion maxima 24 h después
de la administracion. La acumulaciéon rapida en MLS-mBanana con concentraciones elevadas, en comparacion con
MDA-MB-231-RFP, posiblemente refleja una mayor concentracion de receptores de integrina en las células de MLS-
mBanana.

La histologia de tumores grandes y pequefios de animales tratados con el compuesto 13 parece apoyar el patrén de
acumulacion sugerido y proporcionar algunas pistas sobre el mecanismo subyacente. Existe un solapamiento muy
bueno entre el dominio tumoral viable y la fluorescencia del compuesto 13 en las primeras horas, y un solapamiento
muy bueno entre la fluorescencia de 13 y los dominios necroéticos a las 24 h y tiempos mas prolongados después de
la administracion.

Existen muchos informes sobre la acumulacién de farmacos y agentes de contraste en tumores, relacionados con un
drenaje linfatico deficiente y un retorno venoso lento. Este fenémeno, denominado efecto mejorado de permeabilidad
y retencion (EPR), se ha sugerido previamente como un medio para dirigirse a un tejido tumoral de una manera no
especifica. Es posible que el EPR represente el patron de acumulaciéon del compuesto 13 o compuesto 24 en el
dominio necrético y los tumores no necréticos. Recientemente se ha propuesto una permeacion del complejo de
albumina sérica (SA) y farmaco a través del sistema vascular tumoral hacia el tejido intersticial del tumor, para
explicar esa acumulacion (Tanaka, Shiramoto et al. 2004). Hay varios ejemplos en las publicaciones que han
mostrado que la conjugacion de moléculas con SA daba como resultado la entrega de la molécula al tumor e incluso
al dominio necrético. De hecho, los presentes inventores mostraron previamente que los derivados de Bchl solubles
en agua, cargados negativamente tienen una afinidad elevada hacia SA. Por lo tanto, el compuesto 13 o el
compuesto 24 probablemente se asocian con SA a través del resto Bchl después de la administracion, circulan en la
sangre y se extravasan con la SA al tejido tumoral por el efecto EPR, como se ha explicado anteriormente. En ese
caso, se espera una acumulacion del compuesto 25 como entidad quimica independiente en el area necrética, sin
embargo, ya que la retencion del compuesto 25 en los tumores estudiados es breve, la posible acumulacién por el
efecto EPR se puede descartar.

Alternativamente, cuando el derivado de Bchl-RGD encuentra las integrinas aV3 o aV[35, se debe desprender del
vehiculo SA y unirse a través de la parte RGD a la integrina con mayor afinidad que a la molécula de SA. Después
de esta fijacion primaria, el compuesto 13 o el compuesto 24 puede difundir por endocitosis a las células epiteliales,
o por transcitosis a través de las células epiteliales. También es posible que el farmaco se mueva directamente a la
matriz extracelular (ECM). En esos casos, el movimiento del farmaco segun el gradiente de concentracion, se
inclinara hacia la region necrética en donde el compuesto 13 o el compuesto 24 tienen inicialmente en su
concentracion mas baja.

Las interacciones propuestas de c(RGDfK)-2H/Pd-MLT con integrina pueden implicar que la acumulacién en el
dominio necroético tumoral depende de los neutréfilos/macréfagos. Se sabe desde hace bastante tiempo que los
neutréfilos y los macrofagos activados expresan integrinas. Los resultados histoldgicos muestran que los neutréfilos
residen en el dominio necroético (aunque principalmente en los margenes). Se sabe por las publicaciones que existe
una infiltracion elevada de macrofagos en el carcinoma invasivo de mama (Leek, Landers et al. 1999). Para los
NACAs (agentes de contraste avidos de necrosis) se descubrié que el aclaramiento final desde los focos necréticos
tarda unos dias después de la administracion y se corresponde con el proceso de curacion natural durante el cual
los tejidos necroticos son infiltrados y fagocitados cada vez mas por células inflamatorias, principalmente neutroéfilos,
monocitos y/o macréfagos, y reemplazados por tejidos de granulacion. Por lo tanto, se cree que los NACAs
retenidos en una necrosis se eliminan junto con los materiales necréticos por fagocitosis. Por lo tanto, la captacion
secundaria con macréfagos después de la unién de NACA-necrosis también puede explicar su enriquecimiento local.
Por lo tanto, se sugiere que es posible que la atracciéon hacia el dominio necrético y la retencion en el mismo
dependan de la atraccion hacia los neutréfilos y/o macréfagos que pueblan el dominio necrético.

El posible direccionamiento y la retencidon prolongada de Chls/Bchls fluorescentes en el dominio necrético puede
permitir su deteccion temprana y ayudar a predecir el prondstico de un tumor y los modos de tratamiento. Ademas,
abre el camino para la administracién de farmacos activados por hipoxia.

La invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Materiales y métodos

(i) Compuestos - Los derivados de Bchl, los péptidos RGD y sus conjugados se prepararon como se describe
en el documento WO 2008/023378 de los mismos solicitantes. Estos conjugados y compuestos se presentan
en este documento con los mismos nuimeros arabigos que en el documento WO 2008/023378 (excepto el
compuesto 45).
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Compuesto 13 [c(RGDfK)-2H-MLT]: sal de potasio de 3'-oxo-15-metoxicarbonilmetil-rodobacterioclorina 13'-(2-
sulfoetil)amida-173-c(RGDfK)amida.

Compuesto 14 [c(RGDfK)-Mn-MLT]: sal de potasio de manganeso (Ill) 3'-oxo-15-metoxicarbonilmetil-
rodobacterioclorina 13'-(2-sulfoetil)amida-173-(cicloRGDfK)amida.

Compuesto 15 [c(RGDfK)-Cu-MLT]: sal de potasio de cobre (ll) 3'-oxo-15-metoxicarbonilmetil-
rodobacterioclorina 13'-(2-sulfoetil)amida-173-(cicloRGDfK)amida.

Compuesto 24 [c(RGDfK)-Pd-MLT]: sal de potasio de paladio 3'-oxo-15-metoxicarbonil-metil-
rodobacterioclorina 13'-(2-sulfoetil)amida-173-c(RGDfK)amida.

Compuesto 25 [2H-MLT]: sal de potasio de 3'-oxo-15-metoxicarbonilmetil-rodobacterioclorina 13'-(2-
sulfoetil)amida.

Compuesto 26 [GRGDSP-2H-MLT lineal]: sal de potasio de 3'-oxo-15-metoxicarbonilmetil-rodobacterioclorina
13'-(2-sulfoetil)amida-173-(GRGDSP)amida.

Compuesto 36 [c(RGDyK),-2H-MLT]: sal de potasio de 3'-oxo-15-metoxicarbonilmetil-rodobacterioclorina 13-
(2-sulfoetil)amida-173-bis(cicloRGDfK)amida.

Compuesto 45 [c(RADfK)-2H-MLT]: sal de potasio de 3'-oxo-15-metoxicarbonilmetil-rodobacterioclorina 13'-(2-
sulfoetil)amida-173-(cicloRADfK)amida.

(ii) Lineas celulares - Las células de cancer de mama humano MDA-MB-231 se obtuvieron de la American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). El profesor Michal Neeman (Departamento de Regulacion
Biologica, Instituto de Ciencia Weizmann, Rehovot, Israel) nos proporcion6 amablemente las células de cancer
de ovario humano transfectadas con MLS-pRSETB-mBanana.

(iii) Transfeccion de MDA-MB-231 con proteina fluorescente roja (RFP) - Se usaron dos plasmidos para la
transfeccion: pDsRed2-N1 (Clontech, Palo Alto, CA) (Fig. 1A) que es portador del gen de resistencia a la
neomicina, y un pDsRed-Monomer-Hyg-C1 modificado (Clontech, Palo Alto, CA) que es portador del gen de
resistencia a la higromicina, en donde el gen DsRed-Monomer del plasmido que se muestra en la Fig. 1B, fue
reemplazado por pDsRed2 (procedente del plasmido pDsRed2-N1, Fig. 1C) Para la transfeccion, se utilizd
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen™) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

(iv) Cultivo de tejidos - Las células MDA-MB-231-RFP se mantuvieron en medio RPMI 1640 complementado
con 1 mmol/L de piruvato sddico, suero de ternera fetal al 10% (FCS), 250 pug/ml de higromicina, 0,06 mg/ml de
penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina. Las células se cultivaron como monocapas a 37°C en una atmosfera
humidificada (5% de CO;, 95% de aire). Las células MLS-mBanana se mantuvieron en medio MEM-a
complementado con 1 mmol/L de piruvato sédico, suero de ternera fetal (FCS) al 10%, 10 yg/ml de puromicina,
0,06 mg/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina. Las células se cultivaron como monocapas a 37°C en
una atmadsfera humidificada (5% de CO2, 95% de aire).

(v) Animales - Ratones hembra CD1 sin pelo (7-8 semanas de edad, ~25 g) se alojaron y manipularon con
acceso libre a alimentos y agua en la instalacion animal de acuerdo con las directrices (1996) del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Instituto de Ciencias Weizmann (Rehovot, Israel).

(vi) Modelo de tumor de ratén - Células de cancer de mama humano fluorescentes MDA-MB-231-RFP y células
de cancer de ovario humano fluorescentes MLS-mBanana (5 x 108 en 100 pl de solucion salina) se
tripsinizaron y se recogieron hasta subconfluencia y luego se inocularon en el lomo o en la almohadilla de grasa
mamaria de ratones hembra. Se permiti6 que los tumores se desarrollaran hasta dos tamafios deseados:
tumores necroticos (~1 cm?, en 3-4 semanas) y tumores no necréticos (~0,5 cm® en 1-2 semanas).

(vii) Formacién de imagenes con fluorescencia del cuerpo entero - Los ratones fueron anestesiados mediante
inyeccion i.p. de 30 ol de mezcla 85:15 de ketamina:xilazina. Para controlar la acumulacion de farmaco en la
almohadilla de grasa mamaria, los ratones fueron inyectados i.v. en la vena de la cola con 15 mg de farmaco/kg
de peso corporal de compuesto 13, compuesto 25 o compuesto 24. La proteina fluorescente roja (RFP),
pRSETB-mBanana y la fluorescencia de los fotosensibilizadores se vigilaron mediante el sistema de formacion
de imagenes 6pticas in vivo, IVIS®100 (Xenogen Corp., Alameda, CA). El conjunto de filtros principales para la
formacion de imagenes tumorales comprendia un filtro de excitacion a 500-550 nm y un filtro de emisién a 575-
650 nm; el conjunto de filtros para el ruido de fondo para restar la auto-fluorescencia del tejido, comprendia un
filtro de excitacion a 460-490 nm y un filtro de emisién a 575-650 nm. El conjunto de filtros principales para la
formacion de imagenes de farmacos comprendia un filtro de excitacion a 665-695 nm y un filiro de emisién a
810-875 nm. Las imagenes se obtuvieron durante el mismo tiempo de exposicion y se ilustran en la misma
escala de color lineal para permitir una comparacioén cualitativa.

(viii) Medicién de la sefal de fluorescencia en tumores necroticos - Margenes tumorales: la region de interés
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(ROI), de las imagenes de todo el cuerpo in vivo se marcaron y la sefial fluorescente encerrada en un circulo
dentro de los margenes se expreso en fotones/s. Se utilizé la misma ROI para medir los fotones/s en el lado
colateral. Ademas, para las mediciones del ruido de fondo, se midieron las ROIs del tumor y del lado colateral
en tres ratones no tratados y se promediaron. Los valores medidos de la fluorescencia de cada ROI se
dividieron por el area para proporcionar una intensidad de la sefial fluorescente normalizada en fotones/s/cm?.
Las mediciones de la sefial se recogieron desde 15 min a 216 h después de la inyeccion del compuesto 13. En
cada punto de tiempo, se rest6 el ruido de fondo y se calculd el promedio como si fuera la relacion entre la
fluorescencia en los margenes tumorales y el lado colateral.

(ix) Ensayo de competencia entre el compuesto 13 y la unién de c(RGDfK) libre - Se inyect6 a los ratones un
exceso (8,5 umol) de péptido c(RGDfK) libre una hora antes de la inyeccién del compuesto 13 (140 nmol). Al
grupo de control se le inyecté solo el compuesto 13 (140 nmol). Se tomaron imagenes fluorescentes 24 h
después de la inyeccion del compuesto 13. Se uso el conjunto de filtro principal de formacion de imagenes con
fluorescencia como se ha descrito en (vii).

(x) Formacién de imagenes con fluorescencia de un tumor extirpado - A los ratones se les inyect6 i.v. en la
vena de la cola 15 mg/kg de compuesto 13. Se sacrificaron los ratones, se extirparon los tumores, se cortaron
por la mitad y se tomaron imagenes a diferentes intervalos de tiempo: 10 min, 1, 4y 24 h, 3, 5y 7 dias para
MDA-MB-231-RFP y 7 dias para MLS-mBanana usando el sistema Xenogen IVIS®. Los conjuntos de filtros
utilizados para la formacion de imagenes con fluorescencia se describen en (vii).

(xi) Histologia - Después de los experimentos de escision, los tumores se fijaron en formaldehido al 3,7% y se
incrustaron en bloques de parafina. Las secciones se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) en condiciones
convencionales.

(xii) Protocolo de PDT - A los ratones anestesiados se les inyectd i.v. 7,5 o 15 mg/kg de compuesto 13. Los
tumores se iluminaron durante 10 o 30 minutos. El intervalo de luz del farmaco tenia lugar 8 o 24 h después de
la inyeccion del farmaco. Se empled una iluminacion transdérmica con laser de diodo de 755 nm a 100
mW/cm? (CeramOptec, Alemania). En el grupo de control en la oscuridad, a los ratones se les inyectd el
farmaco por via i.v. y se colocaron en una jaula a oscuras durante 24 h. En el grupo de control con luz, a los
ratones no se les inyecto el farmaco, sino que se iluminaron durante 10 minutos con 100 mW/cm?2. Durante los
primeros dos dias después de la PDT, los ratones recibieron analgésicos segun fue necesario (2,5 mg/kg de
flunexina diariamente).

Ejemplo 1. Transfeccion de células tumorales con proteinas fluorescentes

El procedimiento de transfeccién se realizé para crear una linea celular que expresaba RFP de manera estable. Esa
linea celular se puede detectar mediante microscopia fluorescente y otros medios de formacion de imagenes con
fluorescencia in vivo e in vitro (tejidos/células). La linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231, conocida
por generar una necrosis central espontanea, fue elegida para este fin. Dos plasmidos (Figs. 1A, 1C) se utilizaron y
se obtuvieron clones estables y se detectaron con un microscopio de fluorescencia (véanse las Figs. 2A-2B). Los
clones generados a partir del plasmido pDsRed-Monomer-Hyg-C1 modificado (Fig. 1C) presentaban una
fluorescencia mas fuerte. El clon 3 (Fig. 2B), transfectado con pDs-Monomer-Hyg-C1 modificado, fue elegido para
un uso posterior.

Las células transfectadas expresaban RFP de forma constitutiva sin una reducciéon de la intensidad de la
fluorescencia a lo largo del tiempo in vitro e in vivo. Las células no transfectadas no tenian autofluorescencia roja.

Ejemplo 2. Modelo de tumor necrético - Analisis histopatologico

Con el fin de verificar si las células MDA-MB-231-RFP generan un modelo necrético adecuado, se permitio que los
tumores MDA-MB-231-RFP se desarrollaran en dos tamafos. El andlisis histologico e histopatologico se realizé
como se describe en la seccion Materiales y métodos (xi). Los resultados se muestran en las Figs. 3A y 3B. Los
tumores grandes de ~1 cm® mostraban un dominio necrético muy notable (Fig. 3A) mientras que los tumores
pequeiios de ~0,5 cm® no mostraban un dominio necrotico (Fig. 3B).

Ejemplo 3. Formacion de imagenes con fluorescencia in vivo de la captacion del compuesto 13 en tumores
necroticos primarios con xenoinjerto de MDA-MB-231-RFP

Se examino el patron de acumulacion del compuesto 13 en los tumores necréticos MDA-MB-231-RFP (= 1 cm®) in
vivo. Las Figs. 4A-4B y 5A-5B ilustran la acumulacion de la sefal fluorescente del compuesto 13 en un tumor
primario ortotépico de mama humano MDA-MB-231-RFP en la almohadilla mamaria de ratones hembra CD-1 sin
pelo, utilizando el sistema Xenogen IVIS®. Las imagenes de animales completos se registraron de forma
concomitante, utilizando los conjuntos de filtros como se ha descrito en la seccién Materiales y métodos (vii) anterior.
Se obtuvieron imagenes con fluorescencia dinamica cada 1-1,5 h durante 9 h, y 24 h después de la inyeccion del
compuesto 13 (Figs. 4A-4B), y luego cada 24 h durante los 7 dias siguientes (Figs. 5A-5B). Poco después de la
inyeccion del compuesto 13, se pudo detectar fluorescencia NIR desde todo el cuerpo del animal, lo que reflejaba
una alta concentracion de farmaco en la circulacién. Se observé un aclaramiento rapido desde la circulacion,
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acompafiado de una acumulacion en el higado y, en cierta medida, en el tumor, en las primeras 9 h después de la
inyeccion. (Fig. 4B). Los dias siguientes, el compuesto 13 sigui6 acumulandose en el tumor mientras que se
aclaraba completamente del higado, proporcionando una formacién de imagenes selectivas del tumor desde los = 3
dias y hasta el final del periodo de seguimiento, 7 dias después de la inyeccion (Fig. 5B), y un aclaramiento
extremadamente lento a partir de entonces. El tamafio y la ubicacion del tumor no cambiaron a lo largo del
experimento, como se observo en las imagenes en rojo in vivo de todo el cuerpo (Figs. 4A y 5A). Se observaron
resultados similares en 9 animales examinados con un tamafio de tumor de = 1 cm?.

Ejemplo 4. Formacion de imagenes con fluorescencia in vivo de la captacion del compuesto 13 en tumores de
xenoinjertos no necréticos primarios MDA-MB-231-RFP

A continuacion se examinaron los mismos parametros en tumores < 0,5 cm?3, que no eran necroticos. Las Figs. 6A-
6B y 7A-7B presentan la sefal de fluorescencia del compuesto 13 y RFP en ratones hembra CD-1 sin pelo que
fueron injertados con MDA-MB-231-RFP. Se tomaron imagenes del patron de acumulacién de farmaco usando el
sistema IVIS® como se ha descrito anteriormente, y a intervalos de tiempo similares a los del Ejemplo 3, pero
limitados a 3 dias debido a un aclaramiento completo del farmaco en ese momento. El patrén de acumulacién en
esos tumores no necroticos era notablemente diferente del observado en los tumores necroticos. La fluorescencia
NIR del compuesto 13 alcanzaba valores maximos en el tumor ~2 h después de la inyeccién y poco después en el
higado (3,5 h después de la inyeccion del farmaco) (Fig. 6B). En contraste con la fluorescencia observada del
compuesto 13 procedente de tumores necréticos, practicamente no se pudo observar fluorescencia 2 dias después
de la inyeccion en los tumores no necroéticos (Fig. 7A). En mediciones promedio de la fluorescencia de 16 animales,
se detectd una fluorescencia maxima del tumor 1- 6,5 h después de la inyeccion del farmaco.

Ejemplo 5. Cinéticas de la captacion y aclaramiento del compuesto 13 en tumores necréticos MDA-MB-231-RFP

Con el fin de evaluar semicuantitativamente el patrén de acumulacion del compuesto 13 en tumores necréticos, se
calculd y se realizé una grafica de la sefal fluorescente promedio para el compuesto 13 en tumores necréticos de 9
ratones durante 216 h, en varios puntos temporales (Fig. 8). A partir de 12 h después de la inyeccion y de ahi en
adelante, la sefal fluorescente del tumor se volvié claramente mas fuerte que la de una regién de control equivalente
en el lado colateral. La proporcion de la fluorescencia entre el tumor y el lado colateral aumenté con el tiempo y
alcanzo una meseta a ~8 de las 192 h.

Ejemplo 6. Captacion del compuesto 24 en tumores ortotopicos de xenoinjerto necrético primario MDA-MB-231-RFP

El patron de acumulacion in vivo del compuesto 24 del conjugado metalado (c(RGDfK)-Pd-MLT) en un tumor
necrotico primario MDA-MB-231-RFP, se examino utilizando el mismo conjunto de experimentos que se han descrito
en el Ejemplo 3.

Resultados mostrados en las Figs. 9A-9B y 10A-10B, demuestran que la fluorescencia se podia detectar poco
después de la inyeccion del compuesto 24, reflejando una alta concentracién de farmaco en la circulaciéon. Se
observé un aclaramiento rapido desde la circulacion acompafiado de acumulacién en el higado y, en cierta medida,
en el tumor, en las primeras 8 h después de la inyeccion (Fig. 9B). En los dias siguientes, el compuesto 24 siguid
acumulandose en el tumor, sin embargo, no se observd un aclaramiento completo desde el higado (Fig. 10B).
Parece que el compuesto 24 puede actuar como una molécula de formacion de imagenes selectiva para el tumor
desde aproximadamente 3 dias después de la inyeccién con un aclaramiento extremadamente lento a partir de
entonces. Sin embargo, es algo menos especifico que el compuesto 13. El tamafo y la ubicacion del tumor no
cambiaron a lo largo del experimento, como se observaba en las imagenes en rojo de todo el cuerpo in vivo (Figs.
9A y 10A). Estos resultados, con un tamario de tumor de = 1 cm?3, fueron observados en 3 animales.

Ejemplo 7. Captacién del compuesto 24 en tumores ortotopicos de xenoinjerto primario no necrético MDA-MB-231-
RFP

La sefial fluorescente del compuesto 24 y RFP se examindé mas a fondo en tumores no necréticos MDA-MB-231-
RFP (~0,5 cm?) injertados en ratones hembra CD-1 sin pelo, como se ha descrito en el Ejemplo 4 anterior, utilizando
intervalos de tiempo similares a los indicados en el Ejemplo 6, pero limitados a 2 dias debido a un aclaramiento
completo del farmaco del tumor en ese momento. Los resultados presentados en las Figs. 11A-11B y 12A-12B
demuestran que, como para el compuesto 13, el patréon de acumulacion en los tumores no necréticos era
notablemente diferente del observado en los tumores necréticos. La fluorescencia NIR del compuesto 24 alcanzaba
valores maximos en el tumor ~2,5 h después de la inyeccion y poco después en el higado (5,5 h después de la
inyeccion del farmaco, Fig. 11B). En contraste con la fluorescencia observada del compuesto 24 procedente de
tumores necroticos, practicamente no se pudo observar ninguna fluorescencia, 24 horas después de la inyeccion a
partir de los tumores no necroéticos (Fig. 12B). La fluorescencia maxima del tumor (mediciones promedio de la
fluorescencia de 5 animales) se detecté 1- 4,5 h después de la inyeccion del farmaco.

Ejemplo 8. Captacion del compuesto 13 en tumores necréticos primarios MLS-mBanana implantados en la
almohadilla mamaria de ratones

Para establecer la generalidad de los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, la acumulaciéon de
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compuesto 13 en el dominio necrético se examind adicionalmente en un tipo de tumor diferente, generado a partir de
una linea celular de cancer de ovario humano MLS-mBanana. Los resultados mostrados en las Figs. 13A-13B y
14A-14B, ilustran la acumulacién de la sefial fluorescente del compuesto 13 en tumores primarios subcutaneos (s.c.)
de ovario MLS-mBanana humanos que se habian injertado en la almohadilla mamaria de ratones hembra CD-1 sin
pelo, usando el sistema Xenogen IVIS® como se ha descrito en la seccion Material y métodos (vii). El patron de
acumulacion se control6 a intervalos de tiempo similares a los descritos anteriormente en el Ejemplo 3, limitados a 4
dias debido a un aclaramiento completo del farmaco en ese momento. Poco después de la inyeccion, la
fluorescencia NIR del compuesto 13 se detectd principalmente en el higado y el tumor. Un aclaramiento rapido
desde la circulacion acompafiado de una acumulaciéon en el higado y el tumor, se producia en las primeras 8 h
después de la inyeccion (Fig. 13B). Después de 2 dias, el compuesto 13 siguié acumulandose en el tumor mientras
que se aclaraba completamente del higado, proporcionando una formacion de imagenes selectivas del tumor sin una
interferencia circundante (Fig. 14B). El aclaramiento desde los tumores necroticos MLS-mBanana era notablemente
mas rapido que el aclaramiento desde los tumores necroticos MDA-MB-231-RFP, y casi se completd el dia 3. El
tamafio y la ubicacién del tumor no cambiaron durante todo el experimento, como se observaba por las imagenes en
rojo de todo el cuerpo in vivo (Figs. 13A y 14A). Estos resultados se observaron en 3 animales con un tamafio de
tumor = 1 cm?®.

Ejemplo 9. Captacion del compuesto 13 en tumores primarios MLS-mBanana no necréticos implantados en la
almohadilla mamaria de raton

En vista de los resultados con los tumores no necréticos MDA-MB-231-RFP que no mostraban una acumulacion
prolongada del farmaco, se examind la acumulaciéon prolongada en tumores no necréticos MLS-mBanana. Los
resultados mostrados en las Figs. 15A-15B y 16A-16B, presentan la sefial fluorescente del compuesto 13 en
tumores MLS-mBanana no necroéticos. El patrén de acumulacion se controld como se ha descrito en Materiales y
métodos, seccion (vi) usando intervalos de tiempo similares a los descritos en el Ejemplo 4, limitados a 4 dias debido
al aclaramiento casi completo del farmaco en ese momento. El patron de acumulacion en los tumores no necréticos
era algo similar al de los tumores necroéticos. La fluorescencia NIR del compuesto 13 alcanz6 valores maximos en el
tumor ~1 h después de la inyeccion (Fig. 15B). Se detecté una acumulacion en el higado desde la primera hora.

Cuando se comparaban los tumores necréticos y los no necréticos con la misma escala de fluorescencia lineal, la
concentracion del compuesto 13 en los tumores necroticos parecia ser mucho mayor que en la de los no necroéticos,
como se muestra en las Figs. 17A-17B. La fluorescencia tumoral maxima (mediciones promedio de la fluorescencia
de 4 animales) se detecto6 1- 3,5 h después de la inyeccion del farmaco.

Ejemplo 10. Dependencia de la acumulacion del compuesto 13 del resto c(RGDfK)

Se realizaron dos experimentos para determinar si la captacion en el tumor del compuesto 13 y la acumulacion
resultante de la sefal fluorescente NIR, estan dirigidas por el resto RGD. En el primer experimento, la acumulacion
de la sefial fluorescente en diferentes momentos después de la inyeccion del compuesto 13 se compard con la de la
inyeccion de 2H-MLT libre (compuesto 25) a ratones CD1 sin pelo injertados con tumores MDA-MB-231-RFP no
necréticos (< 0,5 cm®) y necroticos (~1 cm?®) en la almohadilla mamaria. El segundo experimento era un ensayo de
competencia entre el compuesto 13 y c(RGDfK) libre.

10.1 Captacion del compuesto 25 en tumores primarios, necroticos y no necréticos MDA-MB-231-RFP

Se obtuvieron imagenes fluorescentes dinamicas para tumores necréticos y no necréticos cada 1-1,5 h durante 8,5-9
h, y 24 h después de la inyeccion inicial del compuesto 25 (Figs. 18A-18B y 20A-20B) y cada 24 h durante los
siguientes tres dias (Figs. 19A-19B y 21A-21B). La sefial de fluorescencia NIR del compuesto 25 alcanzaba una
concentracion maxima en el tumor 5-10 minutos después de la inyeccion, si se observaba en todo caso alguna
concentracion. Los valores de la sefal de fluorescencia eran ~2 6rdenes de magnitud mas pequefos que los valores
maximos observados para el compuesto 13 (a intervalos de tiempo mucho mas largos). La sefial fluorescente cayo a
valores no significativos ya 20 minutos después de la inyeccion. Mientras tanto, la sefal fluorescente se acumulaba
principalmente en el higado y en el corazén. Se observd el mismo comportamiento en 3 animales con tumores
necroticos (Fig. 18B) y en 2 animales con tumores no necroticos (Fig. 20B).

10.2 Ensayo de competencia entre el compuesto 13 y c(RGDfK) libre que se une a tumores primarios no necroticos
MDA-MB-231-RFP

Los experimentos que intentaban bloquear la acumulacion del compuesto 13 mediante el ligando c(RGDfK) libre, se
realizaron para demostrar una unién especifica. EI compuesto 13 se administrd con o sin inyeccion previa de
c(RGDfK) tal y como se ha descrito en el Ejemplo 3. Los resultados se muestran en las Figs. 22A-22D. Cuando el
compuesto 13 se administraba después de la administracion de c(RGDfK) libre, no se detectaba una acumulacién en
el tumor después de 24 h (Fig. 22C), mientras que cuando el compuesto 13 se administraba solo, en el grupo de
control, la acumulacion en el tumor era detectable (Fig. 22D), lo que indica una unién especifica del compuesto 13 al
tumor, a través del resto c(RGDfK).

Ejemplo 11. Acumulacion especifica del compuesto 13 en dominios tumorales necréticos MDA-MB-231-RFP
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Los patrones de fluorescencia dinamica marcadamente diferentes de los xenoinjertos de tumores de mama
necroticos y no necréticos, implantados en las almohadillas mamarias, motivaron una investigacion de la correlacion
entre la histologia del tumor y la acumulacién de sefial de fluorescencia del compuesto 13. Por lo tanto, los tumores
se extirparon en los momentos indicados después de la inyecciéon del compuesto 13 y se cortaron por la mitad. Se
tomaron imagenes en varios puntos de tiempo (10 min, 1,4y 24 h, 3, 5y 7 dias después de la inyeccion) utilizando
el sistema Xenogen IVIS® como se ha descrito en Materiales y métodos, seccion (vii). Los resultados mostrados en
las Figs. 23-29 presentan la acumulacion de fluorescencia del compuesto 13 en diferentes puntos de tiempo. Para
cada punto de tiempo, se sometieron a ensayo 3 animales. De 10 min a 4 h después de la inyeccion de farmaco, la
fluorescencia del farmaco se observo solo en el area viable (Figs. 23-25). A las 4 h, habia cierta difusion hacia el
dominio necrotico. A partir de tres dias después de la inyeccion, el patron de acumulacion revertia: la fluorescencia
cambio completamente a la zona necroética con algo de difusion de fluorescencia residual hacia las células viables
circundantes (Figs. 27F). Estos resultados también se observaron durante cinco y siete dias (Figs. 28-29). Es
importante destacar que 24 h después de la inyeccion, la fluorescencia especifica del tumor ya se observaba
claramente con una mayor fluorescencia del farmaco desde el dominio necrético, pero los limites del tumor estaban
menos definidos en comparacion con el intervalo de tres dias (Fig. 26F). En este conjunto de experimentos se
mostré que a medida que con el paso del tiempo, el compuesto 13 se mueve a través del dominio viable hacia el
dominio necroético y se acumula alli especificamente durante un largo periodo de tiempo.

Ejemplo 12. Acumulacion especifica del compuesto_24 en dominios tumorales necréticos MDA-MB-231-RFP

En vista del patron de acumulacién observado para el compuesto 13, se sometieron a ensayo otros derivados de
Bchl. El patrén de acumulacion del compuesto 24 se vigild y se obtuvieron resultados similares. Los resultados para
tumores extirpados 9 dias después de la inyeccion del farmaco se presentan en las Figs. 30A-30F. Las imagenes se
tomaron usando el sistema Xenogen IVIS® como se ha descrito anteriormente. Como se habia observado en la Fig.
30F nueve dias después de la inyeccion del farmaco, el farmaco estaba claramente presente en el dominio necrotico
del tumor. Estos resultados se observaron en todos los animales examinados (N = 3). Se observaron resultados
similares cuando los tumores se extirparon 3 y 5 dias después de la inyeccion de farmaco (N = 3 para cada punto de
tiempo).

Ejemplo 13. Acumulacion especifica del compuesto 13 en dominios tumorales necréticos de MLS-mBanana

La acumulacion observada tanto del compuesto 13 como del compuesto 24 en el dominio necrético de los tumores
MDA-MB-231-RFP, proporcioné una motivacion para examinar la generalidad de este fendmeno y su posible
aplicacion en la terapéutica y la formacion de imagenes. Por lo tanto, se utilizé un tipo de tumor diferente: cancer de
ovario humano MLS-mBanana. En este caso, los resultados fueron algo diferentes. En la mayoria de los casos, el
patron de necrosis en ese tipo de tumor no era central, es decir, habia una necrosis muy extendida que no estaba
localizada especificamente en el centro del tumor o estaba generada desde un lugar en el tumor. En esos casos, la
acumulacion no era tan prolongada. En los pocos casos en que se observé una necrosis central, el patrén de
acumulacion era similar al de los tumores MDA-MB-231-RFP. Las Figs. 31-32 muestran los resultados obtenidos 7
dias después de la inyeccion del farmaco. Como se observa, el farmaco estaba claramente presente en el dominio
necrotico del tumor, cuando se observaba necrosis central (Fig. 31F) y no estaba presente cuando no habia necrosis
central (Fig. 32F).

Ejemplo 14. Imagen de tumor extirpado y secciones histolégicas de tumores necréticos

Se extirpé un tumor necrético MDA-MB-231-RFP y se tifieron secciones histolégicas del tumor (hematoxilina y
eosina (H&E)). Las Figs. 33A-33D muestran secciones histolégicas de dominios viables y necréticos tumorales del
tumor extirpado, 4 horas después de la inyeccion de farmaco. Estas observaciones deberian complementar la RFP y
la formacion de imagenes de la distribucion tisular del compuesto 13 obtenidas previamente. Como se observa en la
Fig. 33A, el volumen de la masa esta compuesto por tejido opaco, marrén y necrético. A partir de la Fig. 33B, se
puede observar una correlacion entre las caracteristicas macroscopicas y microscopicas. El tejido necrético en el
centro era de eosindfilo a hipereosindfilo con caridlisis generalizada y menor picnosis y cariorrexis. Habia una
infiltracion neutrofilica multifocal leve en el tejido necrético, principalmente en los margenes del dominio necrético.
Las areas viables se limitaban a la periferia del tumor. Estaban compuestas por una proliferaciéon desorganizada de
células neoplasicas dispuestas en laminas densamente celulares (Fig. 33D). Las células neoplasicas eran de
redondas a irregulares con una relacion nuclear:citoplasmatica elevada y nucleos vesiculares irregulares. La
fluorescencia del compuesto 13 4 h después de la inyeccion se correspondia muy bien con los resultados
histolégicos, tanto para los dominios viables como necréticos (Fig. 25F). Se obtuvo una correlacion similar en todos
los tumores necréticos examinados, incluidos los tumores de control que no se habian inyectado con el farmaco.

Ejemplo 15. Estudios de PDT in vivo empleando el compuesto 13

En general, para los estudios de PDT in vivo se generan modelos de tumor de ratdn inoculando células de cancer de
mama MDA-MB-231-RFP fluorescentes o células de cancer de ovario MLS-mBanana, por via subcutanea en el lomo
o la almohadilla de grasa mamaria de ratones hembra como se ha descrito anteriormente, y se dejan crecer hasta
que tienen un tamafo necrotico (21 cm® o no necrotico (~0,5 cm®). Se inyecta i.v. el farmaco a ratones
anestesiados con diferentes concentraciones de farmaco entre 7,5-15 mg/kg. Los tumores se iluminan durante 10 o
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30 min, y el intervalo luminoso del farmaco es de 4-24 h después de la inyeccion del farmaco.

Se aplicaron varios protocolos que examinan el efecto del compuesto 13 sobre tumores MDA-MB-231-RFP en
ratones CD-1 sin pelo, para obtener condiciones de tratamiento 6ptimas, y los resultados se resumen en la Tabla 1.

Como se observa en la Tabla 1, parece que 7,5 mg de farmaco/kg de cuerpo y 10 minutos de iluminacion
proporcionan los mejores resultados de tratamiento fotodinamico para tumores necréticos y no necroticos. Los
resultados mostrados en las Fig. 34A-34B muestran una cura completa en un tumor no necrético MDA-MB-231-
RFP. Un dia después del tratamiento se detecté un edema, seguido de necrosis leve y luego mas extensa en los 4
dias siguientes. El dia 7 se observé un aplanamiento del tumor. La herida se curd y el animal se curd 90 dias
después de la PDT. Los resultados también se examinaron usando el sistema Xenogen IVIS® como se ha descrito
previamente para la fluorescencia de RFP. Después de 90 dias no habia sefial de fluorescencia en el tumor.

Tabla 1: Resultados de los protocolos de PDT para el tratamiento de tumores MDA-MB-231-RFP.

Tipo de Tiempo de Dosis Duraciéon de la Intensidad de la Comentarios N° de
tumor tratamiento (mg/kg) | iluminacién (min) | iluminacion (mW) animales
(horas)
No 8 15 10 100 Muerte con 5
necrotico tratamiento
24 15 30 280 Ninguna 3
respuesta
8 7.5 10 100 Respuesta 4
completa
Necrosis limitada 3
y rebrote
Ninguna 1
respuesta
Muerte con 3
tratamiento
Necrético 8 7.5 10 100 Respuesta 1
completa
Necrosis limitada 3
y rebrote

Ejemplo 16. Establecimiento del modelo de carcinoma ductal localizado in situ (DCIS) en la mama de ratones/ratas
sin pelo

Se utilizan varias lineas celulares para establecer el modelo de DCIS en ratones y ratas. En primer lugar, las células
MADB106 que son singénicas con ratas F-344 ya se han implantado con éxito (ortotopicas) en la almohadilla
mamaria de la rata. Hasta el momento, este modelo se ha utilizado para evaluar la eficacia de la PDT con diferentes
derivados de RGD-Bchl y el posterior desarrollo de una inmunidad antitumoral a largo plazo. El mismo protocolo que
para los tumores de carcinoma mamario de rata se usa para implantar dos lineas celulares humanas y una linea
celular de ratén adicional ortotépicamente y para obtener metastasis en los pulmones y los ganglios linfaticos. Las
dos primeras, hT47D y HCC1395, son lineas celulares de carcinoma ductal (HCC1395 es un carcinoma ductal
primario en estadio 1, que esta lo mas cerca posible de DCIS) que se cultivan de acuerdo con las regulaciones de la
ATCC vy las publicaciones (Gazdar et al., 1998), y se inyectan como aloinjertos en la almohadilla mamaria de los
animales sin pelo. La tercera (4T1) es una linea celular mamaria de ratdn que genera metastasis pulmonares unas
semanas después de la inyeccion de células en la vena de la cola. Esta variedad de lineas celulares nos permite
estudiar el efecto de (derivados de Bchl/Bchl-RGD)-PDT sobre lesiones primarias, localmente recurrentes y
metastasis remotas de carcinoma mamario como modelos de cancer de mama. Las células 4T1 se transfectan con
luciferasa, asi como las otras dos lineas celulares. La transfeccion de 4T1 con pDsRed1-C1 esta actualmente en
curso. Esa fluorescencia permite: (1) una evaluacion de la precision de la deteccién utilizando fluorescencia basada
en Bchl-RGD o MRI; (2) realizar un seguimiento en linea del crecimiento tumoral y la regresion con Bchl-PDT en
animales intactos con una sensibilidad muy alta.

Ejemplo 17. Establecimiento del concepto de acumulacion de necrosis como concepto general

Existen tipos de tumores que desarrollan una necrosis central durante el desarrollo. Dos de esos tumores se
seleccionan para un examen a partir de tumores desarrollados procedentes de las siguientes lineas celulares:
cancer de mama DCIS MCF7 humano, DCIS MCF10DCIS humano (Tait et al., 2007), glioblastoma humano U87,
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cancer de mama inflamatorio humano (IBC) WIBC-9 (Shirakawa et al. 2001) y RCC.

Las lineas celulares seleccionadas se someten a una transfeccion usando el plasmido pDsRed-Monomer-Hyg-C1
modificado y el reactivo de transfeccion Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen™) como se ha descrito en Materiales y
métodos, seccion (iii) anterior. Las células se implantan (1-5 x 10° células, de acuerdo con los requisitos para cada
tipo de célula) ortotdpicamente, si es posible, o s.c. en ratones CD-1 sin pelo, se les permite crecer hasta el tamafio
limite deseado (aproximadamente 1 cm?®) y desarrollar necrosis. La region necrética se vigila histologicamente. Se
seleccionan dos modelos tumorales adecuados, desarrollados a partir de las lineas celulares anteriores para un
estudio adicional, en funcién de los parametros de la zona necrotica, la tasa de crecimiento y la formacion de
imagenes.

Para la formacion de imagenes con fluorescencia del cuerpo entero, los ratones se anestesian como se ha descrito
anteriormente y el compuesto 13 se inyecta i.v. en la vena de la cola (15 mg/kg). La fluorescencia del farmaco y el
tumor se controlan mediante el sistema de imagen IVIS®100 (Xenogen) como se ha descrito anteriormente.

Para la formacion de imagenes con fluorescencia de tumores extirpados, se inyecta i.v. a ratones en la vena de la
cola 15 mg/kg de compuesto 13. Los ratones se sacrifican después en diferentes momentos y los tumores se
extirpan y se cortan por la mitad. La formacion de imagenes de los tumores extirpados y su tincion histoldgica para
evaluar los dominios necréticos, se realizan de acuerdo con Materiales y métodos, secciones (x) y (xi) mas arriba.
Se espera una acumulacion de compuesto 13 en los dominios necréticos centrales de los tumores,
independientemente del origen de la linea celular.

Ejemplo 18. Patrén de acumulacion del compuesto 25 conjugado con diferentes restos RGD

Para establecer aun mas la relevancia del direccionamiento de RGD, se utilizan diferentes péptidos RGD y controles
negativos para examinar el patrén de acumulacion en los tumores MDA-MB-231-RFP.

Se implantan células MDA-MB-231-RFP (5 x 108 células) ortotopicamente en ratones hembra CD-1 sin pelo y se les
permite crecer hasta un tamafio necrotico de 1 cm®. Los ratones se anestesian y se inyectan i.v. en la vena de la
cola, 15 mg/kg de compuesto 26 (GRGDSP-2H-MLT lineal), compuesto 45 (c(RADfK)-2H-MLT) y compuesto 36
(c(RGDyK)2-2H-MLT). La fluorescencia del farmaco in vivo en el animal intacto y la histologia y la formacion de
imagenes con fluorescencia del tumor extirpado se llevan a cabo como se ha descrito anteriormente en Materiales y
métodos, secciones (vii), (x) y (xi), respectivamente.

Ejemplo 19. Acumulacion de otros derivados de Bchl-RGD en el area necrética

Se examinan derivados adicionales de Bchl-RGD para investigar si el patron de acumulacion en la necrosis es un
paradigma general para todos los derivados de Bchl-RGD que tienen potencial terapéutico y/o de formacion de
imagenes. Especificamente, se examinan los derivados del compuesto 15 (c(RGDfK)-Cu-MLT) y del compuesto 14
(c(RGDfK)-Mn-MLT).

Las células MDA-MB-231-RFP (5 x 10° células) se implantan ortotopicamente, en ratones hembra CD-1 sin pelo y se
permite que crezcan hasta un tamarfio de tumor de 1 cm3.

En caso de que la fluorescencia de Bchl se agote debido a una metalacion (por ejemplo, Cu y Mn), las
concentraciones de los compuestos en los tejidos tumorales y no tumorales se determinan por espectrometria de
masas por plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), utilizando un instrumento ELAN-6000 (Perkin Elmer, CT)
segun lo descrito por Brandis et al. (Brandis et al., 2005).

Ejemplo 20. Ensayos de biodistribucion

Este experimento tiene como objetivo cuantificar el curso de la propagacion y acumulacion de un farmaco en varios
organos del cuerpo, y demostrar de manera imparcial que el farmaco se acumula eventualmente en el tumor.

A ratones anestesiados que eran portadores de tumores MDA-MB-231-RFP, se les inyecta i.v. el compuesto 13, 15
mg/kg. Los ratones se sacrifican en varios puntos de tiempo después de la inyeccion. Los tejidos (sangre, rifiones,
higado, piel, grasa, musculo, bazo, intestino, cerebro, corazén, pulmones y tumor) se recogen en viales ponderados
previamente y se congelan. Las muestras de tejido se homogenizan y el farmaco se extrae en metanol (~1 ml de
metanol por 100 mg de tejido). Las muestras se analizan entonces para determinar el contenido en farmaco
mediante analisis fluorescente.

La cuantificacion de la acumulacion en los diversos tejidos del compuesto 13 se realiza mediante mediciones de la
intensidad de la fluorescencia y evaluando la concentracion de farmaco utilizando, como referencia, una curva de
calibracion obtenida midiendo la intensidad de la fluorescencia de diferentes concentraciones de compuesto 13 en
etanol. Las imagenes de fluorescencia NIR in vivo obtenidas en el Ejemplo 3 anterior en diversos puntos temporales,
se comparan con la intensidad de la fluorescencia de los extractos procedentes del ensayo de biodistribucion. Los
resultados se utilizan para validar las mediciones in vivo.

Se espera encontrar una correlacion lineal entre las mediciones de la fluorescencia in vitro e in vivo. También se
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espera que el analisis cuantitativo muestre con mayor precision las diferentes acumulaciones y el aclaramiento
desde el tumor y los tejidos normales. Una determinacion de ese tipo puede ser muy util para el ambito clinico.

Ejemplo 21. Derivados de RGD-bacterioclorofila metalados con un radiois6topo para la formacion de imagenes y la
terapia

Otra opcion terapéutica es reemplazar el metal central del farmaco por uno radiactivo. La acumulacion de un
derivado de RGD-M-Bchl de ese tipo, en donde M tiene una vida util relativamente larga (para la terapia) se puede
usar para la radioterapia del tumor. El farmaco también se podria administrar con los intervalos en los que el
farmaco permanece a bajas concentraciones en el cuerpo pero se acumula cada vez mas en la regidon necrética.

La incorporacion de Cu en el farmaco se realiza mediante un método desarrollado en el laboratorio de los presentes
inventores que permite una metalacion cuantitativa de 2H-Bchl-RGD al cabo de 10-20 minutos a temperatura
ambiente. El compuesto obtenido es muy estable y no se produce una desmetalacién en condiciones fisioldgicas.

Se espera demostrar una acumulacion del compuesto radiactivo en el tejido tumoral y observar una regresion
tumoral después de uno o dos tratamientos.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y un fotosensibilizador de clorofila o
bacterioclorofila para uso en el diagnéstico de tumores que comprenden dominios necréticos, en donde dicho
conjugado es una clorofila o una bacterioclorofila de formula 11

en donde

10

15

20

25

30

35

M representa 2H o un atomo seleccionado a partir del grupo que consiste en Mg, Pd, Pt, Co, Ni, Sn, Cu, Zn,
Mn, In, Eu, Fe, Au, Al, Gd, Dy, Er, Yb, Lu, Ga, Y, Rh, Ru, Si, Ge, Cr, Mo, P, Re, Tc y Tl e is6topos y
radioisotopos de los mismos;

R1, R'2 y R son cada uno independientemente Y-Rs, -NRgR's 0 -N*RgR'9R"9 A”; 0 R1 y R juntos forman un anillo
que comprende un residuo de péptido RGD o de peptidomimético de RGD;

YesOo0S;

Rs es -CH=CRgyR'y, -CH=CRgHal, -CH=CH-CH2-NRoR's, -CH=CH-CH2-N*RoR'9sR"s A;, -CHO, -CH=NR, -
CH=N*R9R’g A", -CH2-ORg, -CH2-SRy, -CH>-Hal, -CH2-Rg, -CH2-NRgR'sy, -CH2-N*R9R'9R"9 A", -CH2-CH2R9, -CH>-
CHzHal, -CH2-CH20Rg, -CH2-CH2SRy, -CH2-CH2-NRgR'g, -CH2-CH2-N*RgR'9R"g A", -COCH3, C(CH3)=CRoR', -
C(CH3)=CR9HaI, -C(CH3)=NR9, -CH(CH3)=N+RQR'9A', -CH(CH3)-HaI, -CH(CH3)-OR9, -CH(CH3)-SR9, -CH(CH3)-
NRQR'Q, -CH(CH3)-N+R9R'9 R'QA' o -CECRQ;

R's es metilo o formilo;

Rs, Rg, R's y R"9 cada uno es independientemente:
(@H;
(b) hidrocarbilo C+-Cos;

(c) hidrocarbilo C+-C3s sustituido por uno o varios grupos funcionales seleccionados a partir del grupo que
consiste en halégeno, nitro, oxo, OR, SR, epoxi, epitio, -CONRR', -COR, COOR, -OSO3R, -SO3R, -SO2R, -
NHSO2R, -SO:NRR', -NRR', =N-OR, =N-NRR', -C(=NR)-NRR’, -NR-NRR', -(R)N-C(=NR)-NRR', O<—NR-,
>C=NR, -(CH2)»-NR-COR', -(CH2),-CO-NRR', -O-(CH):-OR, -O-(CH2),-O-(CH2)s-R, -PRR’, -OPO3RR’, -
PO2HR y -PO3RR', en donde R y R' son cada uno independientemente H, hidrocarbilo o heterociclilo, R’
puede ser ademas un residuo de un péptido RGD o de un peptidomimético de RGD, o Ry R' junto con el
atomo de N al que estan fijados forman un anillo saturado de 5-7 miembros que contiene opcionalmente un
heteroatomo adicional seleccionado a partir de O, S y N, en donde el atomo de N adicional puede estar
sustituido, y R" es H, un cation, hidrocarbilo o heterociclilo;

(d) hidrocarbilo C4-Cys sustituido por uno o varios grupos funcionales seleccionados a partir del grupo que
consiste en grupos cargados positivamente, grupos cargados negativamente, grupos basicos que se
convierten en grupos cargados positivamente en condiciones fisiologicas y grupos acidos que se convierten
en grupos cargados negativamente en condiciones fisiologicas;

(e) hidrocarbilo C+4-Czs que contiene uno o varios heteroatomos y/o uno o varios restos carbociclicos o
heterociclicos;

(f) hidrocarbilo C+-C2s5 que contiene uno o varios heteroatomos y/o uno o varios restos carbociclicos o
heterociclicos y esta sustituido por uno o varios grupos funcionales tal y como se ha definido en (c) y (d)
anteriormente;
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(g) hidrocarbilo C4-Cys sustituido por un residuo de un aminoacido, un péptido RGD, una proteina, un
monosacarido, un oligosacarido, un polisacarido o un ligando polidentado y su complejo quelante con
metales; o

(h) un residuo de un aminoacido, un péptido, preferiblemente un péptido RGD o un peptidomimético de
RGD, una proteina, un monosacarido, un oligosacarido, un polisacarido o un ligando polidentado y su
complejo quelante con metales;

Rs puede ser ademas H* o un catién R*1o cuando R4, R'2 y Re cada uno es independientemente Y-Rsg;
R*10 es un metal, un grupo amonio o un catién organico;

A" es un anion fisiolégicamente aceptable;

mes0o01;

la linea punteada en las posiciones 7-8 representa un doble enlace opcional; y

sales farmacéuticamente aceptables e isdmeros 6pticos de los mismos;

y dicho derivado de clorofila o bacterioclorofila de férmula Il contiene al menos un residuo de péptido que
contiene RGD.

2. El conjugado para uso segun la reivindicacion 1, en el que: (i) cualquiera de los hidrocarbilo C+-Czs es un alquilo,
alquenilo o alquinilo C4-C3s, preferiblemente C+-C+o, mas preferiblemente C,-Cs; (ii) M es 2H o un metal seleccionado
a partir de Pd, Mn o Cu; y (iii) cada R4, independientemente, es un radical acetilo, vinilo, etilo o 1-hidroxietilo o un
éter o éster de dicho radical 1-hidroxietilo; preferiblemente R4 en la posicién 3 es acetilo, R4 en la posicién 8 es etilo,
R's es metilo y el fotosensibilizador es una bacterioclorofila de féormula Il en la que las posiciones 7-8 estan
hidrogenadas y contiene al menos un grupo seleccionado a partir de:

(a) un grupo cargado negativamente seleccionado a partir de COO-, COS, SO3 0 PO3*;

(b) un grupo acido que se convierte en un grupo cargado negativamente a pH fisioldgico, seleccionado a partir
de COOH, COSH, SO3H o PO3H, 0 una sal de los mismos;

(c) un grupo onio seleccionado a partir de -O*(RR'), -S*(RR’), -Se*(RR’), -Te*(RR'), -P*(RR'R"), -As*(RR'R"), -
Sb*(RR'R") y -Bi*(RR'R"), en donde R, R' y R" son cada uno independientemente H, hidrocarbilo o heterociclilo;

(d) un grupo cargado positivamente, preferiblemente un grupo final o un grupo situado dentro de una cadena de
alquilo, seleccionado a partir de un cation obtenido a partir de un grupo que contiene N seleccionado a partir de
un grupo -N*(RR'R"), -(R)N-N*(RR'R"), O<—N*(RR'R")-, >C=N*(RR'), -C(=NR)-N*‘RR'R" o -(R)N-C(=NR)-
N*RR'R", preferiblemente N*(RR'R"), o un catién obtenido a partir de un compuesto heteroaromatico que
contiene uno o varios atomos de N y opcionalmente atomos de O o S tal como pirazolio, imidazolio, oxazolio,
tiazolio, piridinio, quinolinio, isoquinolinio, pirimidinio, 1,2,4-triazinio, 1,3,5-triazinio o purinio; o

(e) un grupo basico que se convierte en un grupo cargado positivamente en condiciones fisiologicas, dicho
grupo basico es un grupo final o un grupo situado dentro de una cadena de alquilo, seleccionado a partir de un
grupo -NRR', -C(=NR)-NR'R", -NR-NR'R", -(R)N-C(=NR)-NR'R", O—NRR'- 0 >C=NR, o el grupo basico es un
radical heteroaromatico que contiene N seleccionado a partir de pirazolilo, imidazolilo, oxazolilo, tiazolilo,
piridilo, quinolinilo, isoquinolinilo, pirimidilo, 1,2,4-triazinilo, 1,3,5-triazinilo o purinilo,

en donde R, R'y R" cada uno es independientemente H, hidrocarbilo o heterociclilo, o dos de R, R'y R" junto con el
atomo de N al que estan fijados forman un anillo saturado de 3-7 miembros, que contiene opcionalmente uno o
varios heteroatomos seleccionado a partir de O, S o N, y ademas esta opcionalmente sustituido en el atomo de N
adicional.

3. El conjugado para uso segun la reivindicacion 2, en donde el fotosensibilizador es una bacterioclorofila de formula
Il en donde Rs es -NRgR's, Rg es H y R's se selecciona a partir de: (i) alquilo C4-C+o sustituido por SOszH o una sal
alcalina del mismo; o (ii) alquilo C4-Cg sustituido por un grupo basico -NRR' o -NH-(CH-)2.6-NRR', en donde cada uno
de Ry R'independientemente es H, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido por NH2 o R y R' junto con el atomo de N
forman un anillo saturado de 5-6 miembros, que contiene opcionalmente un atomo de O o N y ademas esta
opcionalmente sustituido en el atomo de N adicional por -(CHz)2-6-NHa.

4. El conjugado para uso segun la reivindicacion 3, en donde Rg es (i) -NH-(CH2)2-SO3K o -NH-(CH)3-SOsK; o (ii) -
NH-(CH2)3-NH-(CHz2)3-NHz, -NH-(CH>).-1-morfolino o -NH-(CH-)s-piperazino-(CHz)s-NHa.

5. El conjugado para uso segun la reivindicacion 1, en donde el fotosensibilizador es una bacterioclorofila de férmula
Il'y R1y Re juntos forman un anillo ciclico que comprende un péptido RGD o un peptidomimético de RGD.
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6. El conjugado para uso segun la reivindicaciéon 5, en donde el péptido que contiene RGD es un péptido todo L,
todo D o L,D lineal o ciclico compuesto por 4-100, preferiblemente 5-50, 5-30, 5-20, mas preferiblemente, 5-10
aminoacidos naturales, naturales modificados o no naturales, en donde los aminoacidos naturales se seleccionan a
partir de Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, His, GIn, Glu, Gly, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyry Val, y la
modificacion de dichos aminoacidos naturales modificados o no naturales incluye una modificacion D, una
alquilaciéon o una acilacién del grupo amino terminal o del grupo amino libre de lisina, una esterificacion o una
amidacion del grupo carboxilo terminal o del grupo carboxilo libre de acido aspartico o glutamico, y una eterificacion
o una esterificacion del grupo hidroxilo libre de serina o tirosina.

7. El conjugado para uso segun la reivindicacion 6, en donde el péptido que contiene RGD es un péptido ciclico
seleccionado a partir de ¢(RGDfK) (SEQ ID NO: 1), en donde f indica D-Phe, ¢(RGDK) (SEQ ID NO: 3), ¢(RGDf-
n(Me)K) (SEQ ID NO: 4), c¢(RGDyK) (SEQ ID NO: 5), en donde y es D-Tyr o CDCRGDCGC (SEQ ID NO: 9),
preferiblemente el pentapéptido ¢(RGDfK), o el péptido que contiene RGD es un péptido lineal seleccionado a partir
del hexapéptido GRGDSP (SEQ ID NO: 6), el heptapéptido GRGDSPK (SEQ ID NO: 7) o el péptido de 25 unidades
(GRGDSP))4K (SEQ ID NO: 8).

8. El conjugado para uso segun la reivindicacion 7, en donde el conjugado se selecciona a partir del compuesto 13,
en esta memoria también indicado como c(RGDfK)-2H-MLT (l) y el compuesto 24, en esta memoria también
indicado como ¢(RGDfK)-Pd-MLT (ll), con las formulas:

0 o)

CONH CONH
CO,CH; CO,CH3
CONH >ONH
’ SO3K co l SO3K
cicloRGDfK cicloRGDfK

9. El conjugado para uso en el diagndstico de un tumor que comprende dominios necréticos de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el diagnostico es mediante una formaciéon de imagenes con
fluorescencia dinamica, mediante una técnica de radiodiagndstico o mediante una formacion de imagenes por
resonancia magnética molecular (MRI).

10. El conjugado para uso segun la reivindicacion 9, en donde

(i) el conjugado es para uso en diagndstico mediante formacion de imagenes con fluorescencia dinamica, M es
2H o un metal seleccionado a partir de Pd y Zn y el sujeto se tiene que iluminar y la fluorescencia se tiene que
medir en las areas sospechosas durante al menos 24-48 horas después de la administracion del conjugado a
intervalos de tiempo de 1-8 horas, en donde las areas que muestran fluorescencia desde 24-48 horas o durante
mas tiempo, indican la presencia de un dominio necrético tumoral,

(i) el conjugado es para uso en una técnica de radiodiagndstico y M es un radiois6topo seleccionado a partir
del grupo de 84Cu, 8Cu, %°mTc, 7Ga, 29'TI, '9Pt, 89Co, ""'In y %'Cr, y el sujeto debe ser escaneado en un
escaner con formacion de imagenes durante al menos 24-48 horas después de la administracion del conjugado
a intervalos de tiempo de 1-8 horas, y el nivel de radiacion del area sospechosa se tiene que medir, en donde
las areas que muestran radiacion después de 24-48 horas o durante mas tiempo, indican la presencia de un
dominio necrético tumoral, o

(iii) el conjugado es para uso en la formacion de imagenes por resonancia magnética molecular (MRI) y M es
un metal paramagnético seleccionado a partir de Mn3*, Cu?*, Fe3*, Eu®*, Gd** o Dy** y el paciente se tiene que
someter a una formacion de imagenes por resonancia magnética generando al menos una imagen por
resonancia magnética de la regién diana de interés dentro del cuerpo del paciente antes de la administracion
del conjugado y una o varias imagenes por resonancia magnética en un segundo momento o mas puntos de
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tiempo al menos 24-48 horas después de la administraciéon del conjugado y los datos se procesan y se analizan
para diagnosticar la presencia o ausencia de un dominio necrético tumoral.

11. El conjugado para uso segun la reivindicacion 10, en donde el tumor es un tumor primario o un tumor
metastasico con dominios necréticos, tal como un melanoma, tumores de préstata, cerebro, colon, ovario, mama,
colorrectal, cabeza y cuello, pared toracica del cancer de mama y canceres y tumores de piel, pulmén, eséfago y
vejiga.

12. El conjugado para uso segun la reivindicacion 11, en donde el tumor es un cancer de mama localizado,
particularmente carcinoma ductal in situ (DCIS).

13. El conjugado segun la reivindicacion 8 para uso segun la reivindicacion 10, en donde el diagndstico es mediante
la formacion de imagenes con fluorescencia dinamica, el tumor es un tumor mamario u ovarico, y los dominios
necroticos se visualizan 3 a 8 dias después de la administracion del conjugado.

14. El conjugado para uso segun la reivindicacion 10, en donde el diagndstico mediante una técnica de
radiodiagnostico se selecciona a partir de tomografia por emision de positrones (PET) y M es %Cu o %Cu, o
tomografia por emision de fotén tnico (SPET) y M es un radiois6topo seleccionado a partir de *°™Tc, 7Ga, '9°Pt,
1"n, 3'Cry 6°Co.

15. Un método para visualizar un tumor con dominios necréticos
(i) mediante la formacion de imagenes con fluorescencia dinamica en donde dicho método comprende

(a) administrar un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y un
fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila de formula Il tal y como se ha definido en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, en donde M es 2H o un metal seleccionado a partir de Pd y Zn, a un sujeto
sospechoso de tener un tumor con dominios necréticos, e

(b) iluminar al sujeto y medir la fluorescencia de las areas sospechosas durante al menos 24-48 horas
después de la administracion del conjugado a intervalos de tiempo de 1-8 horas, o

(ii) mediante una técnica de radiodiagnostico en donde dicho método comprende

(a) administrar un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y un
fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila de formula Il tal y como se ha definido en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, en donde M es un radioisotopo seleccionado a partir de 84Cu, ¥’Cu, *°™Tc, ¢'Ga,
201T], 195pt, 80Co, ""'In 0 3'Cr a un sujeto sospechoso de tener un tumor con dominios necroticos, y

(b) escanear al sujeto en un escaner con formacion de imagenes durante al menos 24-48 horas después de
la administracion del conjugado a intervalos de tiempo de 1-8 horas, y medir el nivel de radiaciéon de las
areas sospechosas, o

(iii) mediante formacion de imagenes por resonancia magnética molecular (MRI) en donde dicho método
comprende

(a) administrar un conjugado de un péptido que contiene RGD o un peptidomimético de RGD y un
fotosensibilizador de clorofila o bacterioclorofila de formula 1l tal y como se ha definido en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, en donde M es un metal paramagnético seleccionado a partir de Mn3*, Cu?*,
Fe®*, Eu®*, Gd* o Dy®* a un sujeto sospechoso de tener un tumor con dominios necréticos, y

(b) someter al paciente a MRI generando al menos una imagen de MR de la region diana de interés dentro
del cuerpo del paciente antes de dicha administracion (tiempo cero) y una o varias imagenes de MR en un
segundo momento o mas puntos de tiempo al menos 24-48 horas, preferiblemente 96 horas después de
dicha administracion.

16. El método segun la reivindicacion 15, en donde el conjugado es el compuesto 13 o el compuesto 24 de las
férmulas identificadas en la reivindicacion 8.

17. El método segun la reivindicaciéon 15 o 16, en donde el tumor es un tumor primario o un tumor metastasico con
dominios necréticos, tal como un melanoma, tumores de préstata, cerebro, colon, ovario, mama, colorrectal, cabeza
y cuello, pared toracica provenientes de un cancer de mama, canceres y tumores de piel, pulmon, esofago y vejiga.

18. Método segun la reivindicacion 17, en donde el tumor es cancer de mama localizado, particularmente carcinoma
ductal in situ (DCIS).
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Relacion entre la fluorescencia
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Tiempo después de
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