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DESCRIPCION
Colorantes del NIR dirigidos al PSMA y sus usos
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a colorantes del infrarrojo cercano (NIR) dirigidos al antigeno de membrana
prostatico especifico (PSMA) y a su uso terapéutico y diagndstico. Mas especificamente, esta divulgacion proporciona
compuestos y su uso en el diagndstico y la extirpacion quirdrgica (cirugia guiada por imagen) de células que expresan
el antigeno de membrana prostatico especifico (PSMA), tales como las del cancer de préstata y enfermedades
relacionadas. La divulgacion describe ademas composiciones para la elaboracién y el uso de los compuestos y kits
que incorporan los compuestos.

Antecedentes de la invencion

La prostata es uno de los érganos genitales masculinos que se encuentra en la pelvis debajo de la vejiga urinaria. Su
funcion es producir y almacenar el semen, que proporciona nutrientes y liquidos que son vitales para la supervivencia
del esperma que se introduce en la vagina durante la reproduccion. Al igual que otros muchos tejidos, las prostatas
también tienden a desarrollar tumores tanto malignos (cancerosos) como benignos (no cancerosos). La American
Cancer Society predijo que a mas de 230.000 hombres se les diagnosticaria cancer de prostata, y mas 30.000 hombres
moririan por la enfermedad en el afio 2005. De hecho, el cancer de prostata es uno de los canceres masculinos mas
habituales en las sociedades occidentales, y es la segunda causa de cancer en los varones estadounidenses. Los
métodos de tratamiento actuales para el cancer de prostata incluyen terapia hormonal, radioterapia, cirugia,
quimioterapia, terapia fotodinamica y politerapia. La seleccién del tratamiento generalmente varia dependiendo de la
fase del cancer. Sin embargo, muchos de estos tratamientos afectan a la calidad de vida del paciente, especialmente
a aquellos hombres a los que se les diagnostica cancer de préstata con mas de 50 afios. Por ejemplo, el uso de
farmacos hormonales a menudo esta acompafiado por efectos secundarios tales como osteoporosis y dafio hepatico.
Dichos efectos secundarios podrian mitigarse mediante el uso de tratamientos que sean mas selectivos o especificos
sobre el tejido responsable del estado patoldgico, y eviten tejidos no objetivo como los huesos o el higado. Como se
describe en el presente documento, el antigeno de membrana prostatico especifico (PSMA) representa un objetivo
para dichos tratamientos selectivos o especificos.

La extirpacion quirirgica de una neoplasia maligna constituye uno de los tratamientos mas habituales y eficaces en el
tratamiento primario del cancer. La reseccion de todas las lesiones malignas detectables hace que no haya
recurrencias detectables de la enfermedad en aproximadamente el 50 % de todos los pacientes con cancer, y puede
prolongar la esperanza de vida o reducir la morbilidad de los pacientes en los que se observa una recidiva del cancer.
No es sorprendente que los métodos quirtrgicos para conseguir una citorreducciéon mas cuantitativa estén recibiendo
ahora mas atencion.

La reseccion de todas las lesiones malignas detectables hace que no haya recurrencias detectables de la enfermedad
en aproximadamente el 50 % de todos los pacientes con cancer, y puede prolongar la esperanza de vida o reducir la
morbilidad de los pacientes en los que se observa una recidiva del cancer. Dada la importancia de la total reseccion
de las lesiones malignas, es beneficioso asegurarse de que las lesiones malignas se identifican de forma precisa y
completa. La identificacion del tejido maligno durante la cirugia actualmente se consigue mediante tres métodos. En
primer lugar, muchas masas y nédulos tumorales pueden detectarse visualmente sobre la base de un color, una textura
y/o una morfologia anormales. Por lo tanto, una masa tumoral puede mostrar un color variado, tener un aspecto
asimétrico con un borde irregular o sobresalir del contorno del érgano sano. Una masa maligna también puede
reconocerse por el tacto debido a diferencias en la plasticidad, la elasticidad o la solidez con respecto a los tejidos
sanos adyacentes. Por ultimo, pueden localizarse unos pocos focos de cancer en el periodo intraoperatorio usando
colorantes fluorescentes que fluyen de forma pasiva desde el tumor primario hacia los ganglios linfaticos de drenaje.
En esta ultima metodologia, los ganglios linfaticos fluorescentes (centinela) pueden identificarse visualmente,
extirparse y analizarse para determinar si las células cancerosas han metastatizado a estos ganglios linfaticos.

El PSMA se denomina asi debido fundamentalmente a su mayor nivel de expresion en las células de cancer de
prostata; sin embargo, sigue sin resolverse su funcion particular en las células del cancer de prostata. EI PSMA esta
sobreexpresado en los tejidos prostaticos malignos cuando se compara con otros érganos del cuerpo humano tales
como el rifién, el intestino delgado proximal y las glandulas salivales. EI PSMA también se expresa en la
neovasculatura de la mayoria de los tumores sélidos. Aunque el PSMA se expresa en el cerebro, esa expresion es
minima, y la mayoria de los ligandos del PSMA son polares y no son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica.
El PSMA es una glicoproteina de tipo Il de la superficie celular unida a la membrana con un peso molecular de -
110 kD, que incluye un segmento intracelular (aminoacidos 1-18), un dominio transmembranario (aminoacidos 19-43)
y un amplio dominio extracelular (aminoacidos 44-750). Aunque actualmente se cree que las funciones del segmento
intracelular y los dominios transmembranarios son insignificantes, el dominio extracelular esta implicado en varias
actividades distintas. EI PSMA desempefia una funcioén en el sistema nervioso central, donde metaboliza el N-acetil-
aspartil glutamato (NAAG) en acido glutamico y N-acetil aspartico. Por consiguiente, también se denomina en
ocasiones alfa-N-acetil dipeptidasa acida (NAALADasa). EI PSMA también se denomina en ocasiones hidrolasa de

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 861 528 T3

folato | (FOLH 1) o carboxipeptidasa de glutamato (GCP Il) debido a su funcién en el intestino delgado proximal, donde
elimina el y-glutamato del folato poli-y-glutamatado y el glutamato no unido de péptidos y moléculas pequenias.

El PSMA también comparte similitudes con el receptor de la transferrina humano (TfR), debido a que tanto el PSMA
como el TfR son glicoproteinas de tipo Il. Mas especificamente, El PSMA muestra una homologia del 54 % y del 60 %
con el TfR1 y el TfR2, respectivamente. Sin embargo, aunque el TfR existe Unicamente en forma dimérica debido a la
formacion de enlaces de sulfhidrilo o intercatenarios, puede existir tanto en forma dimérica como en forma monomeérica.

Al contrario que otras muchas proteinas unidas a la membrana, el PSMA experimenta una rapida internalizacion en la
célula de una forma similar a los receptores unidos a la superficie celular, como los receptores de vitaminas. El PSMA
se internaliza a través de microcavidades recubiertas con clatrina y posteriormente puede reciclarse a la superficie
celular o ir a los lisosomas. Se ha sugerido que la forma dimérica y monomérica del PSMA son interconvertibles,
aunque se estan debatiendo las pruebas directas de la interconversién. Aun asi, Unicamente el dimero del PSMA
posee actividad enzimatica, y el monémero no la tiene.

Aunque la funcion del PSMA en la superficie celular de las células del cancer de préstata sigue siendo desconocida,
se ha reconocido que el PSMA representa un objetivo viable para la administracion selectiva y/o especifica de agentes
biolégicamente activos, incluyendo agentes de diagndstico, agentes de obtencion de imagenes y agentes terapéuticos
para dichas células de cancer de préstata.

El radioinmunoconjugado del anticuerpo monoclonal (Acm) anti-PSMA, 7E11, conocido como escaner de PROS-
TASCINT®, se estda usando actualmente para diagnosticar la metastasis y la recidiva del cancer de préstata. Sin
embargo, este agente tiende a producir imagenes que son dificiles de interpretar (Lange, P.H. PROSTASCINT scan
for staging prostate cancer. Urology 2001, 57, 402-406; Haseman, M.K:; et al. Cancer Biother Radiopharm 2000, 15,
131-140; Rosenthal, S.A.; et al. Tech Urol 2001, 7, 27-37). Se une a un epitopo intracelular del PSMA en células de
cancer de prostata necréticas. Mas recientemente, se han desarrollado anticuerpos monoclonales que se unen al
dominio extracelular del PSMA y se han radiomarcado, y se ha demostrado que se acumulan en modelos de tumores
de prostata positivos para el PSMA en animales. Sin embargo, el diagnéstico y la deteccion de tumores usando
anticuerpos monoclonales han estado limitados por la baja permeabilidad debido a su gran tamafio (150.000 Da) y a
su lenta eliminacion del tejido no objetivo. Ademas, el direccionamiento selectivo de radioagentes o de agentes 6pticos
de obtencién de imagenes tanto para la obtencién de imagenes como para fines terapéuticos es complicado debido a
su larga semivida (~30 dias). Especialmente, los pacientes deben permanecer en el hospital durante mas dias y gastar
mas dinero en facturas médicas.

Actualmente se estan investigando intensamente dos estrategias prometedoras de cirugia guiada por fluorescencia
para su uso en clinica. En un método, una sonda fluorescente en NIR activable, que es minimamente fluorescente en
la situacion de equilibrio debido a su proximidad a un inactivador unido, se vuelve muy fluorescente tras la liberacion
del inactivador en el tejido maligno. Uno de los mecanismos de liberacion usados mas habitualmente implica la
incorporacion de una secuencia peptidica entre el colorante y el inactivador que pueda ser escindida especificamente
por una proteasa abundante en el tumor (es decir, catepsinas, caspasas y metaloproteinasas de la matriz). Un
importante ventaja de esta estrategia se basa en la ausencia de fluorescencia en los tejidos que carecen de la enzima
de activacion, lo que permite que los tejidos a lo largo de la ruta de excrecion (por ejemplo, los rifiones, la vejiga, el
higado) permanezcan sin fluorescencia hasta que expresen accidentalmente la enzima de escision. Dichos colorantes
del NIR activados en el tumor también pueden generar una fluorescencia importante en la masa tumoral siempre que
la lesién maligna tenga abundancia de la proteasa de escision y el colorante liberado quede retenido en el tumor. El
mayor inconveniente de esta metodologia surge por las bajas especificidades tumorales de muchas de las hidrolasas
relevantes (la mayoria de las cuales también se expresan en los tejidos sanos que experimentan un remodelado
natural o que sufren una inflamacién). Ademas, la abundancia de las proteasas deseadas puede variar entre las masas
tumorales, dando lugar a una activacion baja o nula de la fluorescencia en algunas lesiones malignas y al rapido
desarrollo de fluorescencia en otras. La mayor parte del tiempo, estos péptidos activables contienen mas de 20
aminoacidos unidos a través de enlaces peptidicos que podrian dar lugar a unos pesos moleculares mayores, un
tiempo de anticipacion diagndstica mas largo (24 h), la escision de los enlaces peptidicos por parte de las peptidasas
de la circulacion, muchos resultados falsos positivos y unos costes de elaboracion y muy altos.

Otros mecanismos de liberacion que usan los colorantes activables son la diferencia de pH entre la circulacién y el
interior del tumor o el cambio en el potencial de oxidorreduccion.

En segundo lugar, se conjuga un colorante fluorescente con un ligando de direccionamiento especifico del tumor que
hace que el colorante unido se acumule en los canceres que sobreexpresan el receptor del ligando. Aunque los
conjugados de anticuerpo-colorante del NIR dirigidos al PSMA no se han incorporado todavia a los ensayos clinicos
de cirugia oncoldgica guiada por fluorescencia, se han conjugado varios tipos de colorantes del NIR con anticuerpos
monoclonales tales como Her-2 con el propésito del desarrollo clinico. Desafortunadamente, la mayoria de estos
colorantes estan anclados a anticuerpos de forma no especifica a través de una quimica de amida, disulfuro o
maleimida que utiliza restos de lisina o de cisteina en la proteina, dando lugar a entidades quimicas heterogéneas que
dan como resultado afinidades, eficacias, farmacocinéticas y perfiles de seguridad variables. Ademas, se sabe que
los enlaces maleimida y disulfuro son inestables en la circulacion (semivida < 2 h). Por otro lado, la ausencia de una
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definicion estructural precisa puede limitar la progresion de estos conjugados en el uso clinico debido a las dificultades
asociadas con el proceso de produccion y la seguridad. Ademas, la produccion de estos anticuerpos es muy cara
cuando se compara con ligandos de molécula pequefia. Por el contrario, un ligando de molécula pequefia (Mr > 0,5 Da)
puede penetrar rapidamente en los tumores sdlidos y se elimina de los tejidos negativos para el PSMA en < 2 h,
muestra elevadas relaciones entre el tumor y la sefial de fondo, es facil de sintetizar y es estable durante la sintesis y
la conservacion.

A pesar de todas las ventajas que presentan esos ligandos de molécula pequefia, todavia es complicado el desarrollo
de un colorante del NIR que mantenga o mejore las propiedades de la molécula pequefia. Recientemente, se han
conjugado diversos inhibidores del PSMA de bajo peso molecular con colorantes de longitud de onda visible (400-
600 nm) tales como fluoresceina y rodamina y se han analizado en modelos de animal [Kularatne SA, Wang K,
Santhapuram HK, Low PS. Mol Pharm. mayo-junio de 2009; 6 (3): 780-9] o en células en cultivo [Liu T, Nedrow-Byers
JR, Hopkins MR, Berkman CE. Bioorg Med Chem Lett. 1 de diciembre de 2011; 21 (23)] o en muestras de sangre
humana (He W, Kularatne SA, Kalli KR, Prendergast FG, Amato RJ, Klee GG, Hartmann LC, Low PS. Int J Cancer. 15
de oct de 2008; 123 (8):1968-73).

Los colorantes de longitud de onda de luz visible no son 6ptimos para la cirugia guiada por imagen intraoperatoria, ya
que estos colorantes estan asociados con un nivel relativamente alto de luz de fondo no especifica debido a la
presencia de colageno en los tejidos. Por tanto, la relacion entre sefial y ruido de estos compuestos convencionales
es baja. Ademas, la absorcién de luz visible por parte de cromoforos bioldgicos, en particular, hemoglobina, limita la
profundidad de penetracion a unos pocos milimetros. Por tanto, normalmente quedan sin detectar los tumores que
estan a mas profundidad que unos pocos milimetros en el tejido. Ademas, el equilibrio de ionizacion de la fluoresceina
(pKa = 6,4) da lugar a una absorcion y una emision dependientes del pH a lo largo del intervalo de 5 a 9. Por lo tanto,
la fluorescencia de los colorantes basados en fluoresceina se inactiva a un pH bajo (por debajo de pH 5).

Por lo tanto, los colorantes del NIR conjugados con ligandos de molécula pequefia que se dirigen al PSMA [ (a)
Humblet V, Lapidus R, Williams LR, Tsukamoto T, Rojas C, Majer P, Hin B, Ohnishi S, De Grand AM, Zaheer A, Renze
JT, Nakayama A, Slusher BS, Frangioni JV. Mol Imaging. octubre-diciembre de 2005; 4 (4): 448-62; (b) Thomas M,
Kularatne SA, Qi L, Kleindl P, Leamon CP, Hansen MJ, Low PS.; (c) Chen Y, Dhara S, Banerjee SR, Byun Y,
Pullambhatla M, Mease RC, Pomper MG. Biochem Biophys Res Commun. 18 de diciembre de 2009; 390 (3): 624-9;
(d) Nakajima T, Mitsunaga M, Bander NH, Heston WD, Choyke PL, Kobayashi H. Bioconjug Chem. 17 de agosto 2011;
22 (8):1700-5; (e) Chen Y, Pullambhatla M, Banerjee SR, Byun Y, Stathis M, Rojas C, Slusher BS, Mease RC, Pomper
MG. Bioconjug Chem. 19 de diciembre de 2012; 23 (12): 2377-85; (f) Laydner H, Huang SS, Heston WD, Autorino R,
Wang X, Harsch KM, Magi-Galluzzi C, Isac W, Khanna R, Hu B, Escobar P, Chalikonda S, Rao PK, Haber GP, Kaouk
JH, Stein RJ. Urology. febrero de 2013; 81 (2): 451-6; (g) Kelderhouse LE, Chelvam V, Wayua C, Mahalingam S, Poh
S, Kularatne SA, Low PS. Bioconjug Chem. 19 de junio de 2013; 24 (6): 1075-80.] se han

analizado como agentes de obtencidon de imagenes en modelos murinos de cancer de prostata.

Aunque se demostro que estos colorantes del NIR dirigidos al PSMA marcaban algunas células de cancer de prostata
en cultivo, tenian una fluorescencia muy débil en modelos de animal de xenoinjerto de tumor prostatico que expresa
el PSMA. Por ejemplo, las moléculas descritas por Humblet et al han mostrado una baja acumulacién en el tumor y
fluorescencia en modelos de xenoinjerto de tumor. Esto puede ser debido a que la ausencia de un separador apropiado
entre el ligando y el colorante del NIR puede haber obstaculizado la unién del ligando a la cavidad de union del PSMA.
Por otro lado, los ligandos basados en fésforo tienen menos afinidad por el PSMA en comparacion con el DUPA.
Ademas, los ligandos basados en fosforo son dificiles de sintetizar, implican multiples etapas y seran caros de elaborar.

El agente del NIR dirigido al PSMA notificado en Chen et al ha tardado mas de 20 h en alcanzar el tumor y 72 h en
eliminarse de los tejidos no objetivo. También de forma notable, este colorante del NIR dirigido al PSMA se elimina de
la piel muy lentamente. Aunque la unidn del epitopo del PSMA en las células transfectadas que usaron pueda ser
artificial, tenia una captacién muy baja y una baja fluorescencia en el tumor de células de cancer de prostata
transfectadas con el PSMA. Ademas, hay una sustancial captacion no especifica de esta molécula en todos los demas
tejidos, y hay acumulacion y fluorescencia en células negativas para el PSMA, lo que indica la naturaleza no especifica
y no dirigida del conjugado del NIR notificado por Chen et al.

Chen et al y Laydner et al también han conjugado un ligando de molécula pequefia con IR800CW (un colorante del
NIR). EI IRBO0OCW es un colorante asimétrico con un acido carboxilico activado con un éster de n-hidroxisuccinimida
(NHS). Esta es una molécula extremadamente cara de sintetizar e incluso mas de adquirir en los recursos disponibles
comercialmente (1 g cuesta mas de 60.000 $). EI IRBOOCW también tiene el inconveniente de que no es estable
durante la sintesis debido a dos razones: (a) hidrdlisis del éster de NHS, (b) hidrdlisis del vinil éter. La ausencia de
estabilidad de los conjugados de IR800CW durante la sintesis da lugar a la formacion de mas del 60 % de
subproductos no deseados. Esto requiere complejas técnicas de purificacion que indican el camino de un coste de
produccion mayor, un mayor periodo de espera para su traduccioén a la clinica, y unos cirujanos y pacientes que no
tendran acceso al farmaco.

Laydner et al conjugaron un ligando de PSMA al IR800CW a través de un largo espacio peptidico (6 aminoacidos) y
un conector bifuncional con NHS y maleimida. Ademas de todos los inconvenientes causados por el IR800CW, este
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conjugado de IR800CW dirigido al PSMA tiene un complicado esquema sintético que requiere la sintesis en cinco
fases (sintesis del ligando, conjugacioén del ligando a un conector bifuncional a través de un grupo funcional maleimida,
sintesis del conector peptidico, conjugacion del conector peptidico con IR800CW, conjugacion del conector peptidico-
IR800CW con el conector del ligando bifuncional a través de un enlace amida) en multiples etapas. Por lo tanto, los
costes de fabricacion impiden la produccion eficaz de esta molécula con fines clinicos. El esquema sintético de estas
moléculas es mas complicado debido a los multiples centros quirales de la molécula. Sin embargo, los separadores
peptidicos poseen multiples centros quirales (estereoisémeros) que normalmente tienen la necesidad de la produccion
y evaluacion de todos los estereoisdbmeros para la aprobacion por parte de la FDA. Por ejemplo, un separador peptidico
que Unicamente posee 3 aminoacidos (es decir, 3 centros quirales), necesitaria los perfiles de toxicidad de 8 productos
farmacéuticos diferentes, dado que estas mezclas heterogéneas podrian dar como resultado diferentes afinidades,
eficacias, farmacocinéticas y perfiles de seguridad.

El ligando de molécula pequefia usado por Laydner ef al. es GluUNHCONHCys-SH. El resto de tiol libre de la Cys tiende
a oxidarse, y por tanto la molécula debe ser manipulada en un entorno de argén o de nitrégeno y, generalmente, da
lugar a una molécula inestable. El ligando GluNHCONHCys-SH esta conjugado con un conector bifuncional a través
de una reaccion de maleimida. Se sabe bien que las reacciones entre tioles y maleimida son reversibles, y el
rendimiento es de un 50 % del producto deseado. Ademas, los enlaces de maleimida no son estables en la circulaciéon
del cuerpo humano, por lo que el uso de enlaces de maleimida presenta el riesgo de liberar el colorante no dirigido,
dando lugar a una captacion no especifica del mismo.

Kelderhouse et al conjugaron DUPA-conector-Cys con Alexa fldor 647 y Dilight 750 con DUPA a través de un grupo
maleimida. De nuevo, estas moléculas tienen todos los inconvenientes asociados con la maleimida. Ademas, estos
colorantes del NIR de longitud de onda corta, aunque estan disponibles comercialmente, son muy caros. Aunque las
moléculas se analizaron en un modelo murino metastasico experimental, las imagenes no eran concluyentes.

Liu et al también notificaron un colorante del NIR dirigido al PSMA y algunos datos in vitro, pero no se notificaron datos
en animales. La ausencia de un separador apropiado entre el ligando y el colorante del NIR puede atribuirse a la
ausencia de datos in vivo. Ademas, este colorante tiene muchos inconvenientes, al igual que otros compuestos
notificados. Es un ligando basado en fosforo y colorante asimétrico. Por tanto, tiene los inconvenientes descritos tanto
para los ligandos basados en fosforo como para los colorantes del NIR asimétricos.

Nakajima et al. notificaron un anticuerpo anti-PSMA (J591) conjugado con ICG. Desafortunadamente, este compuesto
tardo 72 horas en ser eliminado de otros tejidos sanos tales como el higado. Ademas, el compuesto permanecio en
circulacion durante 6 dias, lo que indica que permanecera en el cuerpo durante mas de 30 dias en el cuerpo humano.
Ademas, EI ICG estaba anclado al J591 no especificamente a través de amida usando cualquier resto de lisina de la
proteina, dando lugar a entidades quimicas heterogéneas que dan como resultado afinidades, eficacias,
farmacocinéticas y perfiles de seguridad variables. La ausencia de una definicién estructural precisa puede limitar la
progresion de estos conjugados para el uso clinico debido a las dificultades asociadas con el proceso de produccion
y la seguridad.

La mayor inespecifidad y la lenta eliminacion de la piel de los colorantes del NIR dirigidos al PSMA notificados puede
ser debida a las malas propiedades farmacocinéticas (FC) de estos compuestos.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de una sustancia colorante que puede usarse para dirigirse especificamente
a las células cancerosas que expresan el PSMA o a la neovasculatura del tejido enfermo con una mayor estabilidad,
unas mejores propiedades FC, una mayor solubilidad, una acumulacion rapida en el tumor, una elevada fluorescencia,
una rapida eliminacion de la piel y unas mayores relaciones entre el tumor y la sefial de fondo (TBR) para su uso en
la obtencion de imagenes de tejidos in vivo y su uso en la cirugia guiada por imagen.

El documento WO 2014/127365 divulga ligandos del PSMA, en particular compuestos denominados PSMA-1-
IR800CW o PSMA-1-Cy5, que pueden usarse, por ejemplo, para la obtencion de imagenes in vivo de células que
expresan el PSMA.

El documento WO 2010/108125 divulga compuestos que se dirigen al PSMA, que pueden usarse para la obtencion
de imagenes, en terapia, en la clasificacion celular y el cartografiado tumoral.

Breve sumario de la invencion

Esta divulgacion proporciona ligandos dirigidos al PSMA unidos a colorantes del NIR a través de diferentes conectores
para mejorar las propiedades clinicas (por ejemplo, la estabilidad, las propiedades FC, la solubilidad, una acumulacién
rapida en el tumor, una mayor fluorescencia, una rapida eliminacion de la piel y mayores relaciones entre el tumor y
la sefial de fondo) de los compuestos. La divulgacion proporciona usos de los compuestos en cirugia guiada por
imagen y métodos para sintetizarlos. Esta divulgacion proporciona ademas una variacion de la carga total del
conjugado de ligando-conector-colorante del NIR mediante la adicién de cargas positivas al conector o la reduccion
del nimero de cargas negativas en las moléculas del colorante. Esta divulgacion también proporciona novedosos
ligandos con mayor afinidad para mejorar la afinidad in vivo y las propiedades FC de los conjugados del NIR. Esta
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divulgacion también proporciona compuestos para su uso en la obtencion dirigida de imagenes de tumores que
expresan el PSMA, entre los que se incluye, pero sin limitarse a este, el cancer de préstata, y en la cirugia de tejidos
y tumores positivos para el PSMA.

La presente invencion se refiere a un compuesto que tiene la férmula estructural:

@)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrogeno o SOzH;

Rz representa un hidrogeno, CHs, CsHgSO3", C3HsSO3H 0 C4HsSO3™ 0 C4HgSO3H 0 C3HeN*(CHas)s;

R3, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos,

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrogeno, oxigeno o azufre o ningin atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de
vinilo);

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico para mejorar las propiedades
espectrales tales como un aumento de brillo y la estabilidad del puente de vinil éter;

Rs es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp, His,
aminoacidos catidnicos como Arg, Lys, aminoacidos aniénicos tales como Asp, Glu, aminoacidos no naturales de
acidos aromaticos/catiénicos/aniénicos; Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada
lineal o un conector de polietilenglicol, conector catiénico;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa un hidrogeno, un grupo metilo, un CH, y cada uno puede representar, opcionalmente, un CH. que
comparte un enlace.

La presente invenciéon también se refiere a un compuesto que tiene la férmula estructural:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrogeno o SO3H;

Rz representa un hidrogeno o CH3 0 C3HgSO3™ 0 C3HsSO3H 0 C4HgSO3™ 0 C4HsSO3H o C3HsN*(CHa)s;

Rs, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o
nitrégeno

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrogeno, oxigeno o azufre o ningun atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de
vinilo);

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rs es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp, His,
Tyr, y/o aminoacidos catidnicos como Arg, Lys, y/o aminoacidos aniénicos tales como Asp, Glu, y/o aminoacidos no
naturales de acidos aromaticos/cationicos/anionicos;

Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal, o conectores de polietilenglicol,
conectores de polietilenamina o un conector catiénico;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa independientemente representa un hidrégeno, un grupo metilo, CH,COOH, un CH; y cada uno puede
representar, opcionalmente, un CH, que comparte un enlace.

La presente invenciéon también se refiere a un compuesto que tiene la férmula estructural:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrégeno o SOzH;

Rz representa un hidrogeno o CH3 0 C3HgSO3 0 C3HgSO3H 0 C4HgSO3 0 C4HsSO3H o C3HsN*(CHa)s;

Rs, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o
nitrégeno

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrogeno, oxigeno o azufre o ningun atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de
vinilo);
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R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rg es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp, His
o Tyr, y/o aminoacidos cationicos como Arg, Lys, y/o aminoacidos aniénicos tales como Asp, Glu, y/o aminoacidos no
naturales de acidos aromaticos/cationicos/anionicos;

Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal, o conectores de polietilenglicol,
conectores de polietilenamina o un conector catiénico;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa independientemente representa un hidrégeno, un grupo metilo, CH,COOH, un CH; y cada uno puede
representar, opcionalmente, un CH, que comparte un enlace.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion tienen un maximo de absorcion y de emision entre
aproximadamente 500 nm y aproximadamente 900 nm. En algunas realizaciones, los compuestos de la presente
invencion tienen un maximo de absorcion y de emision entre aproximadamente 600 nm y 800 nm.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion estan hechos para emitir fluorescencia después
de la distribucion de los mismos en las células tisulares. En algunas realizaciones, los compuestos de la presente
invencion estan hechos para emitir fluorescencia sometiendo a los compuestos a una luz de excitacién en la longitud
de onda del infrarrojo cercano. En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion tienen una afinidad
de union al PSMA que es similar a la afinidad de uniéon del DUPA. En algunas realizaciones, los compuestos de la
presente invencion son muy selectivos para dirigirse a una célula tumoral. En realizaciones particularmente preferidas,
los compuestos de la presente invencion se dirigen a células de cancer de prostata.

Dichos compuestos mencionados anteriormente pueden usarse para la obtencion o6ptica de imagenes de tejido
bioldgico que expresa el PSMA.

Dichos compuestos mencionados anteriormente pueden usarse para el tratamiento del cancer. El cancer puede
seleccionarse del grupo que consiste en cancer de prostata, cancer de pulmén, cancer de vejiga, cancer de pancreas,
cancer de higado, cancer de rifién, sarcoma, cancer de mama, cancer cerebral, carcinoma neuroendocrino, cancer de
colon, cancer testicular o melanoma. Los compuestos de colorante del NIR dirigidos al PSMA de la presente invencion
pueden usarse para la obtenciéon de imagenes de células que expresan el PSMA. Estas células pueden elegirse del
grupo que consiste en células de préstata, células de cancer de prostata, células de cancer de vejiga, células de cancer
de pancreas, células de cancer de higado, células de cancer de pulmodn, células de cancer de rifion, células de
sarcoma, células de cancer de mama, células de cancer cerebral, células de carcinoma neuroendocrino, células de
cancer de colon, células de cancer testicular o células de melanoma.

Dichos compuestos anteriores pueden usarse para el direccionamiento a un tipo celular en una muestra bioldgica.
Dichos compuestos anteriores pueden usarse para realizar una cirugia guiada por imagen. Dichos compuestos
anteriores pueden usarse en el diagndstico de una enfermedad en un sujeto.

La presente invencién también se refiere a una composicién que comprende al menos uno de dichos compuestos
mencionados anteriormente y un portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable, y a un kit que
comprende al menos uno de dichos compuestos mencionados anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 - Los dibujos quimicos (1) - (9) muestran las estructuras de los agentes de obtenciéon de imagenes DUPA-
conector-NIR dirigidos al PSMA con conectores de longitud variable.

Figura 2(A) - Estructura del conjugado de DUPA-FITC dirigido al PSMA (isotiocianato de fluoresceina) (14).

Figura 2(B) - Conjugado DUPA-FITC (isotiocianato de fluoresceina) (14) dirigido al PSMA y su afinidad de unién (Kp)
y especificidad sobre células de cancer de prostata humano 22Rv1 positivas para el PSMA y sobre células de epitelio
basal alveolar humano A549 negativas para el PSMA en cultivo. Se afiadio DUPA-FITC disuelto en medio RPMI en
las concentraciones indicadas a las células 22Rv1 o A549 en medio de cultivo RPMI y se dejaron en incubacion
durante 1 h a 37 °C. Después se retird el medio, se lavé con medio reciente (3x) y se sustituyé por PBS (solucion
salina tamponada con fosfato). Las muestras se analizaron usando citometria de flujo. Las barras de error representan
la DE (n = 3). s estan contenidas en el sitio de reconocimiento del antigeno.

Figura 3 - Afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR 1-9 con respecto a DUPA-FITC (14). Se
incubaron células de cancer de prostata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia de
DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retiré el medio, se
lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria
de flujo.

Figura 5 - Relacion entre la fluorescencia del tumor y del tejido a partir de los datos de biodistribucion tisular de los
conjugados de DUPA-NIR dirigidos al PSMA 1-9. Tras la obtencién de las imagenes, se midi6 la fluorescencia en una
region de interés (ROI) en cada tejido usando un programa informatico de obtencién de imagenes in vivo y después
se calculé la fluorescencia entre el tumor y el tejido.
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Figura 6 - Estructuras de los agentes de obtencion de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA con conectores
aminoacidicos aromaticos entre el ligando y el colorante del NIR

Figura 7 - Afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR con conectores aminoacidicos aromaticos
con respecto a DUPA-FITC (14). Se incubaron células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA
durante 1 h a 37 °C en presencia de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-
NIR. Después se retird el medio, se lavo con medio reciente (3x) y se sustituyé por PBS. La fluorescencia unida a la
célula se analizé usando citometria de flujo.

Figura 8 - Analisis de biodistribucion tisular y relacion entre el tumor y el tejido de los conjugados de DUPA-NIR 15 y
23 usando la obtencion de imagenes de fluorescencia de ratones portadores de xenoinjertos de tumor de prostata
humano (células 22Rv1). A ratones atimicos macho con xenoinjertos de tumor 22Rv1 se les inyectaron conjugados
de DUPA-colorante del NIR a través de la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron 2 h después de la administracion
del conjugado de DUPA-colorante del NIR, se recogieron los tejidos seleccionados y se obtuvieron imagenes de los
tejidos con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s). Tras la obtencién de las imagenes,
se midio6 la fluorescencia en una regién de interés (ROI) en cada tejido usando un programa informatico de obtencion
de imagenes in vivo y después se calculd la fluorescencia entre el tumor y el tejido.

Figura 9 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad o de la mitad del cuerpo sobre imagenes de luz
blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata humano 22Rv1 se le
inyectaron 20 nmol de 14 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de
exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 10 - Superposicién de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 23 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 11 - Superposicién de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 25 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 12 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 6 nmol de 35 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG,
tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 13 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 6 nmol de 36 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG,
tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 14 - Estructuras de los agentes de obtencién de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA con
conectores de carga positiva entre el ligando y el colorante del NIR

Figura 15 - Afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR con respecto a DUPA-FITC (14). Se
incubaron células de cancer de prostata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia de
DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retir6 el medio, se
lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria
de flujo.

Figura 16 - Relacion entre el tumor y el tejido de los conjugados de DUPA-NIR 39 y 41 usando la obtencién de
imagenes de fluorescencia de ratones portadores de xenoinjertos de tumor de préstata humano (células 22Rv1). A
ratones atimicos macho con xenoinjertos de tumor 22Rv1 se les inyectaron conjugados de DUPA-colorante del NIR a
través de la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron 2 h después de la administracion del conjugado de DUPA-
colorante del NIR, se recogieron los tejidos seleccionados y se obtuvieron imagenes de los tejidos con un aparato VIS
(ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s). Tras la obtencion de las imagenes, se midio la fluorescencia
en una region de interés (ROI) en cada tejido usando un programa informatico de obtencion de imagenes in vivo y
después se calculd la fluorescencia entre el tumor y el tejido.

Figura 17 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 39 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.
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Figura 18 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 40 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 19 - Superposiciéon de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 41 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 20 - Estructuras de los agentes de obtencién de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA con
conectores de carga negativa entre el ligando y el colorante del NIR

Figura 21 - Afinidades de unién relativas de los conjugados de DUPA-NIR de 49 y 50 con respecto a DUPA-FITC (14).
Se incubaron células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia
de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retiré el medio,
se lavd con medio reciente (3x) y se sustituy6 por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria
de flujo.

Figura 22 - Analisis de biodistribucion tisular y relacion entre el tumor y el tejido de los conjugados de DUPA-NIR 49 y
50 usando la obtencién de imagenes de fluorescencia de ratones portadores de xenoinjertos de tumor de prostata
humano (células 22Rv1). A ratones atimicos macho con xenoinjertos de tumor 22Rv1 se les inyectaron conjugados
de DUPA-colorante del NIR a través de la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron 2 h después de la administracion
del conjugado de DUPA-colorante del NIR, se recogieron los tejidos seleccionados y se obtuvieron imagenes de los
tejidos con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s). Tras la obtencién de las imagenes,
se midio la fluorescencia en una region de interés (ROI) en cada tejido usando un programa informatico de obtencion
de imagenes in vivo y después se calculd la fluorescencia entre el tumor y el tejido.

Figura 23 - Estructuras de los agentes de obtencion de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA con una
molécula de colorante del NIR con carga variable

Figura 24 - Afinidades de unién relativas de los conjugados de DUPA-NIR con respecto a DUPA-FITC (14). Se
incubaron células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia de
DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retir6 el medio, se
lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria
de flujo.

Figura 25 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 54 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 26 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 55 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 27 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 56 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 28 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 57 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 29 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 58 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 30 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre

imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 60 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
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ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 31 - Estructuras de los agentes de obtencion de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA con diversos
conectores y colorantes del NIR

Figura 32 - Afinidades de unién relativas de los conjugados de DUPA-NIR con respecto a DUPA-FITC (14). Se
incubaron células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia de
DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retir6 el medio, se
lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analiz6 usando citometria
de flujo.

Figura 33 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 63 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 34 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 6 nmol de 63 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG,
tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Figura 35 - Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratdén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 64 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo

Figura 36 - Estructuras de los agentes de obtencién de imagenes del NIR dirigidos al PSMA con diferentes ligandos

Figura 37: Afinidades de union relativas de los conjugados del NIR dirigidos al PSMA con respecto a DUPA-FITC (14).
Se incubaron células de cancer de prostata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia
de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retiré el medio,
se lavo con medio reciente (3x) y se sustituy6 por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria
de flujo.

Figura 38: Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 6 nmol de 14 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG,
tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Aunque puede usarse cualquier método, dispositivo y material similar o equivalente a los descritos en este
documento en la practica o el ensayo de la invencién, a continuacion se describen los métodos, dispositivos y
materiales preferidos.

Con respecto a los conjugados del NIR dirigidos al PSMA de la presente invencion, la expresion "antigénicamente
especifico” o "que se une especificamente" se refiere a compuestos que se dirigen al PSMA que se unen a uno o mas
epitopos del PSMA, pero que sustancialmente no reconocen ni se unen a otras moléculas de una muestra que
contenga una poblacién mixta de antigenos.

La expresién "epitopo" como se usa en el presente documento se refiere a un sitio del PSMA que es reconocido por
el DUPA. Un epitopo puede ser una secuencia lineal o formada conformacionalmente o con forma de aminoacidos.

Como se usa en el presente documento, "compuesto que se dirige al PSMA" o "compuesto dirigido al PSMA" debe
incluir aquellas moléculas pequenias, ligandos, polipéptidos y proteinas que tienen al menos la actividad biologica de
union especifica al PSMA o a un epitopo del PSMA. Estos compuestos incluyen ligandos, receptores, péptidos o
cualquier secuencia de aminoacidos que se una al PSMA o al menos a un epitopo del PSMA.

Los compuestos de la presente invencion comprenden un compuesto que se dirige al PSMA, pueden unirse a una
porcion del propio PSMA o pueden unirse a una proteina o receptor de la superficie de la célula que esté asociado
con el PSMA.

Las expresiones "grupo funcional", "resto activo", "grupo activador", "grupo saliente", "sitio reactivo", "grupo
quimicamente reactivo" y "resto quimicamente reactivo" se usan en la técnica y en el presente documento para
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referirse a distintas porciones o unidades definibles de una molécula. Las expresiones son en cierto modo sinénimas
en las artes quimicas, y en el presente documento se usan para indicar las porciones de las moléculas que realizan
alguna funcién o actividad y que son reactivas con otras moléculas.

El término "aminoacido" se refiere a aminoacidos naturales y no naturales, asi como a analogos de aminoacidos y
miméticos de aminoacidos que actian de manera similar a la de los aminoacidos naturales. Los aminoacidos
codificados de forma natural son los 20 aminoacidos comunes (alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptéfano, tirosina y valina) y pirolisina y selenocisteina. Analogos de aminoacidos se refiere a compuestos que tienen
la misma estructura quimica basica que la de un aminoacido natural, es decir, un carbono a que esta unido a un
hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, tales como, homoserina, norleucina, sulféxido de
metionina, metil sulfonio de metionina. Dichos analogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o
cadenas principales peptidicas modificadas, pero conservan la misma estructura quimica basica que un aminoacido
natural.

Los aminoacidos pueden mencionarse en el presente documento bien por sus simbolos habitualmente conocidos de
tres letras o bien mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de
la IUPAC-IUB.

La presente invencion aborda, entre otras cosas, los problemas asociados con el diagndstico y el tratamiento quirdrgico
temprano de células que expresan el PSMA implicadas en una enfermedad y/o un cancer y, en particular, conjugados
de colorante dirigidos al PSMA, obteniéndose mejoras en la obtencion de imagenes, el diagndstico y las propiedades
bioldgicas que incluyen, como ejemplos no limitantes, una mayor especificidad, una menor sefial de fondo y una mayor
fluorescencia del tumor.

Descripcion detallada

La cirugia cura al 50 % de los pacientes con tumores sélidos en los Estados Unidos, mientras que la quimio- y la
radioterapia curan menos del 5 % de todos los pacientes oncoldgicos. Mas de 700.000 pacientes pueden pasar por
una cirugia oncoldgica cada afio en los Estados Unidos, y el 40 % de los pacientes quirurgicos tienen recidivas de una
enfermedad locorregional en 5 afios. A pesar de los importantes avances en el campo de la oncologia, sigue existiendo
la necesidad de métodos de deteccidon temprana para superar los obstaculos en la reseccion quirtrgica completa del
tumor primario con margenes negativos y la eliminacion de células cancerosas metastasicas y la identificacion de la
enfermedad satélite. Al conseguir estos tres objetivos no solo se mejora la eliminacion de la enfermedad, sino que
también se guian las decisiones relativas a la quimioterapia y la radiacion postoperatorias. Aunque se ha mostrado
que los colorantes fluorescentes no dirigidos se acumulan de manera pasiva en algunos tumores, las relaciones
resultantes entre el tumor y la sefal de fondo a menudo son bajas y los limites entre los tejidos cancerosos y los sanos
pueden ser dificiles de definir. Aunque se han usado colorantes de fluorescencia dirigidos a ligandos (por ejemplo,
EC17: folato-EDA-FITC) parar la obtencion de imagenes de un tejido, estos colorantes no han sido eficaces ya que no
penetran en el tejido profundo y, por lo tanto, solo identificaron las células especificas de la superficie de un tejido en
lugar de mas profundamente en la muestra tisular. Ademas, los colorantes basados en fluoresceina tienen los
inconvenientes de una baja estabilidad durante el periodo de validez. El puente de tiourea formado por los compuestos
de Isotiociano (FITC) fluorescentes se descompone con facilidad, dando lugar a un compuesto inestable. Ademas, el
EC17 usa fluoresceina, que tiene el inconveniente de un nivel relativamente alto de ruido de fondo no especifico debido
al colageno de los tejidos que rodean al sitio de obtencion de imagenes. Ademas, la absorcion de luz visible por parte
de cromadforos bioldgicos, en particular, hemoglobina, limita adicionalmente la utilidad de los colorantes que incorporan
fluoresceina. Por lo tanto, los colorantes convencionales no pueden detectar facilmente tumores que estén ubicados
mas profundamente de unos pocos milimetros en el tejido. Ademas, la fluorescencia de la fluoresceina se inactiva a
un pH bajo (por debajo de pH 5).

Para que un material colorante sea Util en la deteccién y la cirugia guiada o para proporcionar la deteccion de la
obtencién de imagenes de tejido temprano, metastasico y ofros tejidos, es importante que supere estos
inconvenientes. La presente invencién proporciona conjugados de colorantes del infrarrojo cercano dirigidos al PSMA
que son estables, que emiten fluorescencia en el intervalo infrarrojo, que penetran profundamente en el tejido al que
se dirigen para producir una identificacion especifica y brillante de las areas de tejido que expresan el PSMA, que se
eliminan rapidamente de los tejidos que no expresan el PSMA para obtener una elevada relacion entre el tumor y la
sefial de fondo, y que se eliminan rapidamente de la piel. Mas especificamente, los conjugados dirigidos al PSMA
estan unidos a colorantes del infrarrojo cercano a través de un conector que consiste en uno o mas separadores
atdmicos que son aminoacidos. Incluso mas especificamente, se ha averiguado que cuando el separador atémico es
un separador hidréfobo de 7 atomos con atomos neutros o cargados y el separador aminoacidico es un aminoacido
aromatico o un aminoacido con carga negativa o positiva y tirosina, la carga del conector puede variarse para obtener
una rapida eliminacion de la piel y una rapida acumulacion en el tumor para obtener una mayor relacién entre el tumor
y la sefial de fondo. Ademas, la intensidad de fluorescencia del colorante del NIR se mantiene o incluso se mejora al
tener el aminoacido aromatico o la tirosina, y la carga del colorante del NIR puede variarse para conseguir una rapida
eliminacion de la piel.
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Esta divulgacion proporciona ligandos dirigidos al PSMA unidos a colorantes del NIR y métodos para sintetizarlos.
Esta divulgacion también proporciona compuestos para su uso en la obtencion dirigida de imagenes de tumores que
expresan el PSMA, que incluyen, pero no se limitan a, cancer de prdstata, y para su uso, por ejemplo, en la obtencion
de imagenes y en la cirugia que implica tejidos y tumores positivos para el PSMA.

La presente invencion se refiere a un compuesto que tiene la formula estructural:

@)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrogeno o SOzH;

Rz representa un hidrogeno, CHs, CsHgSO3", C3HsSO3H 0 C4HsSO3™ 0 C4HgSO3H 0 C3HeN*(CHzs)s;

R3, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o
nitrégeno

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrogeno, oxigeno o azufre o ningin atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de
vinilo);

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rs es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, trp, His,
y/o aminoacidos catiénicos como Arg, Lys,, y/o aminoacidos anidnicos tales como Asp, Glu, y/o aminoacidos no
naturales de acidos aromaticos/catiénicos/anionicos;

Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal o un conector de polietilenglicol,
conectores de polietilenamina, conector cationico;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa un hidrogeno, un grupo metilo, un CH, y cada uno puede representar, opcionalmente, un CHz que
comparte un enlace.

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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CO,H

HO,C” T N
2 HH

2CO,H

ju
o
N
Q
u
=
Iz
Im

HO;S
H N"N-SO5H
Os_-N N.__COH
CO,H Y Y
CO,HO =
X CL
=~CO,H
o] 2!

HO,C
2 HH

3)

HO,S

10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

HO,S

H 0
O N
CO,H Wn CO,H
. o N ~~"""SO;H
H HO,$
Ho. c/l\N)j\N ~CO,H @
HH HRAR 2

15  En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la férmula estructural
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N
T

T

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural
HO,S.

CO,H
o)

A co ®

HO.C~T~N" N
HH H

I

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural
HO,S

Ph
H o 9 H o
¥~ " N N(‘/)‘/U\N COH
H 2
E H o 3 H

O N
COH
HO,C O
o z “ph N ~~""S0gH
J\ B HO,S
HO,C N NTF CO,H o
10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural
HO,3S

0
H
o CO,

JJ\N

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

oPh Lo
COH \‘/\,( WH N\)J\H CO,H
o X O N ~~""80,H

CO,H

Ty

HO,C
7} H”

15

15
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O N N
3 H 3

Ho,c”I>N" ~N"Z
Y H

T
T
=)

@)

H
oy AN
CO,H A

HO,C

i)

5
En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
Ry
2 Hoss O
H o] H N N\\_-S0H
Os N N_ _COH
COH 3 ﬁ R. \-_/
3 o =
i pON
HO,C NJ\N 2 ~CO,H
HH HH R, =F, Ry, R3 = H: (19)
Ry = NO,,R2, R; = H: (20) 309
Ry, Rz = NO,, Ry = H: (21) 3
R, =F, Ry = H, Ry = CHy: (22)
®
HO,3S
10

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

SO;H

Ho§ H
AN N ~ N o}
HO,C™ "N Y\NW coH
H 3
HOas/\/\/ N Ph o o
SOzH (23) )J\

N~ ~N-T>~co.H
H H H 2

Ting
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En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

HO,S

SOzH

5 En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la férmula estructural:

H 1 H o ©
N
Os N . \)L
CO,H :
3 H o = H
o Ph \/\/‘SO:,H
J @ N
HO,C N~ “N“"Z~CO,H
“HH HA 2
HO,S

10

o _N N_ co
CO,H WLN Y
3 A 0 i

Ay CO.H R
R1 =Bn, Rz, R3 =H: (28)

R =H, R, =H, R; = F: (29)
R1 =H, Rz =H, R3 = OCH3: (30)
Rq =H, R, = NO, R; = H: (31)

HO,C
ZHN

Iz
Tiu

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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I
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N
o
T
Iz
Iz
TIm

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

COH

o

Iz
Tm

HO4S

En algunas realizaciones, la presente invencién un compuesto que tiene la férmula estructural:

I
O
N
(9}
I
Iz
Iz
T

HO,S

10
En algunas realizaciones, la presente invencién un compuesto que tiene la férmula estructural:
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CO,H QA )/\)L T
H Rz COZH

H H

CO,H R4, Rz = H; (35)

N
H Ry = F, Ry = CHa; (36)

Tu

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencién incluye un compuesto que tiene la férmula estructural:

HN__NH,

HN

COH

HO,C
ZHH

Iz
In

5
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural
HNy_NH;
HN
\k: o H
“ H /U\/HN o CO.H
YN 3 §
j X
z H
NH (39) HOCZ N “N7R CO,l
HoN"NH
10

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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Iz
Tu

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

SO;H

- H O
VS
HO,C” N \H/\N A CO,H

SO;H
3 NH HO,C

Tins
u

H,N” SNH

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
HO,S

Ph
H (o] H o]
O, N N
COH WN V[Ln co,
0 N\/\/\303H

Ay

HO,C~ TN
HH R

T

\
@

/

10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

20



ES 2 861 528 T3

CO,H

(o]

] 43)
HO,C A (
LTSN CO,H

Tm

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

CO,H

(o]

X o
HO,C :

2“4 H ” CO,H

T

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

O N
COzH WL

(0]
HO,C )J\
257 4 H N

H

Tine

10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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CO,H

T

HO,C
ZHH

SO,

HO;S

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

Ph
H [o] H [o]
° N(‘/)\/U\N N N
3 N I N CO,H
N~ 80;H

COH

o

o CoH

Hose TNy “)
N~ SN"ECOH
HH AR

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

SOzH

L
T CO,H e
: 2 g N ; fl\/(\)n 0
N CO,H

H)]\H 1~coH

10
HO4S

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

COH

o 0 PH N
Hogo TPt co 0 COM os
HH HA ? s

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

15
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COH

J
HO,c N

I=z

HO,S.

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

CO,H
o)
(52)

Jj\N ﬁ CO,H

HO,C
el I
HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

CO,H

Tng

HO,C
ZHH

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

10
H (o]
bt
CO,H A
J
HO,C N N~ 2 ~CO,H
HH HH 2 R=H@55
R = SO;H, (56)
15  En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la férmula estructural
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0. N N CO,H
| 2
\ 'é/)s\)J\H Y

CO,H
R=H, (57)
R = SO3H, (58)

HO,C
ZHH

Iz
T

(

CO,H

Ph
H o H
CO.H 3 H
R O

j\
HO,C™ TN~ ~N~"Z>COH
HH AR T?
R =H, (59)
R = SO3H, (60)

[o] lf:l' H CO,H
2
6 =
) L
HO,C E
2C7 4 H

COH (61)

Iz
Im

HO,S

10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

SO4H

I
o

N
Q
Ty
Iz
Iz

I

15  En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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I
(]
N
Q
I%-nn
IZ>=
4
Im
Q
O
N
I

COH

o] z

N)j\N/i\COzH
N N H

10
En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

CO,H
:

HO,c~ T~
2C7 4 H N

T

H

15  En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la férmula estructural
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I
T

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

CO,H

b

T

HO,C— T~
27 H

HO! HOOH

10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

CO,H
R = CH3: (70)

I
A-Z
A-Z

T

HO4S

15  En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la férmula estructural
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Q,
(o}
[}

COH n=1: (1)
n=2:(72)

j=n
(¢}
N
(9}
Z
Iz
= [TD)

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

H H
HO,C._N.__~ J\,MN o
\n/\H 5 HO,C

o]
i Hy ysosH
N( ) 3
1(73) HO,C £ N)LN
- H H H o n

=23
nn
N =
—_
~
&
T

5 SO4H

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

HO3S "N
H 0 H
HO,C N N (o]
O N/U\Hs o,
H H
(o]
- : i
75 = COH
(75) B 2

HO,C

Im
Iz

SO4H

10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

N"TN-SO3H
H Q J\V(H
) NWL N._COH
SO,H N H

HO,C
ZHH

Tus;

HO,S

15  En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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o HM J\Wﬂ COH
~ 2
CO,H N I

HOLC 1
H OH

u w[1D)

HO4S

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

T

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

HN Y

HO,S

10
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural

Ph
[0} H i H CO,H
2
COH WN Y
H H
o}
i L
)J\ (80) (o]

HO.CTI NN

Ting

HO3S

15  En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural
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COH @)

I=z
ju n( [T}

HO,S

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

5
o GO,H
X
f N CO,H
HO,C™ 2 N N7 C0d
En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural
N_o
\/\T/\/ COH
X
HO,C 2N N COzH
- I B
10 H,N“NH

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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Ph
-~
1 ;
\H/\Hw o]
(o] 3 R
o 7
= )J\ /i\
R=SO0;H: 84y HOLT 5 NT N7} TCoH

H,N ’gNH R = CH,80;H; (85)
R = CONHCH,SO;H: (86)
R = CONHCH,CH,SO;H; (87)

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

HO,C CO,H (88)

u
Iz
T

5 HO5S
En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
i SN HO;S
o = NN N-SO3H
H
3 H =
HO5S o
A A
HO,C N N~ ™~CO,H (89)
2 g N N 2
]
stoa
HO,S
10

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:
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COH

o)
NP
H

H

HO,C CO.H

Ty

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

HO;S
o}
q\ Jk @
HO,C :
2C7ASNTN CO,H

H

Tin

En algunas realizaciones, la presente invencioén incluye un compuesto que tiene la formula estructural:

HO,C
2 HN

I
Iz
T

10
Algunos compuestos preferidos adicionales de la invencioén incluyen los siguientes:
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OsN i N
COOH VOM”
2 O CO.H

/U\ R1=CH3, R2 = H: (93)

HO,C N N“"2>CO,H R1=H,R2=CH3: (94)
,';1 R’z H R1 = CH2COOH, R2 = H: (95)
R1 =H, R2 = CH2COOH: (96)

R1 = R2 = CH2COOH: (97)

Ph
N ~

HO,C
2Hl‘ll

Iz
Tun
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AAADA

= ~CO,H
H HO,;S
X=0,n=1:(104)
X =8, n=1: (105)
X = NH, n =4 (106)
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H 0
(/\o)\)LN
2 H
CO,R
(107)

COR (108)
P,Q,R,W, X, Y, Z pueden ser H, Na, K, NH,
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CO;R
(110)
P,Q,R,W, X, Y, Z pueden ser H, Na, K, NH,
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H13c¢t§c1acH
I ||
Bey JPcH
: iy @
COOP ° (0] N AN
2 H
(0]
j’\ 70,8
Qo,C N N~ ~CO,R
HH HHE 2 (111)
P,Q,R, W, X, Y, Z pueden ser H, Na, K, NH, .

Hig P ‘I‘|CH
“CH
‘:-‘Mc/
H
N

|

1lc
0] H i H
0

CO.R (112)
P,Q,R,W, X, Y, Z pueden ser H, Na, K, NH4

CooP
20,8

0

A

H H H

Tn
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O

Iz

COOP H (/\OM
2

QO,C NJJ\N :~CO,R
H H H H
(113)
P,Q,R,W, X, Y, Z pueden ser H (35), Na, K, NH, .
y
5 En la presente invencioén se prefiere particularmente un compuesto de la estructura 35.
HO,S
o H 2 H
CO,H Ne/\o)/\)ij N
2 H G Com
Big
H :
0,C o H H g CO,H (35)
HO,S
Ademas, se contempla que los estereoisémeros del compuesto 35, tales como los mostrados en la siguiente tabla,
10 también sean utiles colorantes del infrarrojo cercano (NIR) dirigidos al PSMA.
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COOP o
1 0]

2

QO.C N/U\N

H H H
Centro quiral | 1* 2* 3* 4*

Compuesto

35 M M M M
114 M M M D
115 M M D M
116 M M D D
117 M D M M
118 M D M D
119 M D D M
120 M D D D
121 D M M M
122 D M M D
123 D M D M
124 D M D D
125 D D M M
126 D D M D
127 D D D M
128 D D D D

Nota: el centro quiral se indica como *

La presente invencion también se refiere a un compuesto que tiene la férmula estructural:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o isétopos del mismo, en donde:
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R+ representa un hidrogeno o SO3H;

Rz representa un hidrogeno o CH3 0 C3HgSO3 0 C3HsSO3H 0 C4HgSO3 0 C4HsSO3H 0 C3HsN*(CHa)s;

R3, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o
nitrégeno

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrégeno, oxigeno o azufre o ningun atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo
de vinilo);

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rs es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp,
His, Tyr, y/o aminoacidos catiénicos como Arg, Lys, y/o aminoacidos aniénicos tales como Asp, Glu, y/o
aminoacidos no naturales de acidos aromaticos/catidnicos/anionicos;

Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal, o conectores de polietilenglicol,
conectores de polietilenamina, conector catiénico,;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa independientemente representa un hidréogeno, un grupo metilo, CH,COOH, un CH; y cada uno
puede representar, opcionalmente, un CH; que comparte un enlace.

Algunos compuestos preferidos adicionales de la invencién incluyen los siguientes:
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o N i
com 6/\0 N
2 H
O
JJ\ - 132
CO,H

HO,C N N A
HH HH
g Q N__coH
con o €/\OMN ~ VY2
2 0o
j\ 133
HO,C™ L ™N™ SN~ 2™COH
“HH WA 2
CO,H ° VOMH
> o
j\ 134
HO,C N N~ 2 ~CO,H
HH HH T
y
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H
c 02 6/\ M N COH \
o = X
HOzC H CO,H \
COOH
HOZCjH\N

X=0,n=1:(136)
X=8,n=1:(137)
X=NH, n=4(138)
SO3H
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CO,H
Ph
0

R = CO,H, X = O: (139)
R = H, X = O: (140)
R=H, X = N: (141)
R=H, X =S: (142)

COOH

Ho.c

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrogeno o SOzH;

Rz representa un hidrogeno o CH3 0 C3HgSO3" 0 C3HsSO3H 0 C4HgSO3™ 0 C4HsSO3H o C3HsN*(CHa)s;
R3, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;
Re representa nitrogeno, oxigeno o azufre o ningun atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rs es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp, His,
Tyr, y/o aminoacidos catidnicos como Arg, Lys, y/o aminoacidos aniénicos tales como Asp, Glu, y/o aminoacidos no
naturales de acidos aromaticos/cationicos/anionicos;
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Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal, o conectores de polietilenglicol,

conectores de polietilenamina, conector cationico;
R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y
R12 representa independientemente representa un hidrégeno, un grupo metilo, CH,COOH, un CH; y cada uno puede

representar, opcionalmente, un CH, que comparte un enlace.

Algunos compuestos preferidos adicionales de la invencién incluyen los siguientes:

! o
CO,H ° </\O>/\)LN
2 H

| 144

A
HO,C T
o N i
CO,H Q/\OMN
2 H
j\ 145
HO,C N N-"2~CO,H
H H H H

SO4H
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HN_ O )
Y/K\
N

90

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencién tienen un maximo de absorcion y de emision entre
aproximadamente 500 nm y aproximadamente 900 nm. En algunas realizaciones, los compuestos de la presente
invencion tienen un maximo de absorcion y de emision entre aproximadamente 600 nm y 800 nm.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion estan hechos para emitir fluorescencia después
de la distribucion de los mismos en las células tisulares. En algunas realizaciones, los compuestos de la presente
invencion estan hechos para emitir fluorescencia sometiendo a los compuestos a una luz de excitacién en la longitud
de onda del infrarrojo cercano. En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion tienen una afinidad
de union al PSMA que es similar a la afinidad de uniéon del DUPA. En algunas realizaciones, los compuestos de la
presente invencion son muy selectivos para dirigirse a una célula tumoral.

Dichos compuestos mencionados anteriormente pueden usarse para la obtencion o6ptica de imagenes de tejido
bioldgico que expresa el PSMA.

Dichos compuestos mencionados anteriormente pueden usarse para el tratamiento del cancer. El cancer puede
seleccionarse del grupo que consiste en cancer de prostata, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de higado,
cancer de pulmon, cancer de rifién, sarcoma, cancer de mama, cancer cerebral, carcinoma neuroendocrino, cancer
de colon, cancer testicular o melanoma. Los compuestos de colorante del NIR dirigidos al PSMA de la presente
invencion pueden usarse para la obtencion de imagenes de células que expresan el PSMA. Estas células pueden
elegirse del grupo que consiste en células de prostata, células de cancer de prostata, células de cancer de vejiga,
células de cancer de pancreas, células de cancer de higado, células de cancer de pulmon, células de cancer de rifion,
células de sarcoma, células de cancer de mama, células de cancer cerebral, células de carcinoma neuroendocrino,
células de cancer de colon, células de cancer testicular o células de melanoma;

Dichos compuestos anteriores pueden usarse para el direccionamiento a un tipo celular en una muestra bioldgica.
Dichos compuestos anteriores pueden usarse para realizar una cirugia guiada por imagen de dichos compuestos
anteriores que pueden usarse en el diagndstico de una enfermedad en un sujeto.

Algunas realizaciones de la presente invencion proporcionan un kit que comprende un compuesto colorante del NIR
que se dirige al PSMA. En algunas realizaciones, el kit se usa para la obtencion de imagenes de células o tejidos que
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expresan el PSMA. En algunas realizaciones, las células que expresan el PSMA son células tumorales. En algunas
realizaciones, las células que expresan el PSMA son células de un cancer no prostatico. En ciertas realizaciones, las
células que expresan el PSMA son células tumorales de préstata. En ciertas realizaciones, las células que expresan
el PSMA son células cancerosas. En algunas realizaciones, la presente invencion se usa para la deteccion de una
enfermedad metastasica. En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion se usan para mejorar la
reseccion quirdrgica y/o para mejorar el prondstico. En algunas realizaciones, los compuestos de colorante del NIR
dirigido al PSMA de la presente invencion tienen una relacion entre el tumor y la sefial de fondo mejorada.

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse para la obtencion de imagenes, el diagndstico o la deteccion
de células de un cancer no prostatico elegidas entre el grupo que consiste en células de cancer de vejiga, células de
cancer de pancreas, células de cancer de higado, células de cancer de pulmon, células de cancer de rifidn, células de
sarcoma, células de cancer de mama, células de cancer cerebral, células de carcinoma neuroendocrino, células de
cancer de colon, células de cancer testicular o células de melanoma. La presente divulgacion se refiere a compuestos
dirigidos al antigeno de membrana prostatico especifico (PSMA) conjugados con colorantes del infrarrojo cercano
(NIR) y a su uso terapéutico y diagnéstico. Mas especificamente, esta divulgacion proporciona compuestos y usos
para el diagndstico y tratamiento de enfermedades asociadas con células que expresan el antigeno de membrana
prostatico especifico (PSMA), tales como las del cancer de prostata y enfermedades relacionadas. Se ha descubierto
que un compuesto dirigido al PSMA, tal como el DUPA, o la conjugacién de un ligando que se dirige al PSMA con un
colorante del NIR a través de un conector (L), puede ser util en la obtencidon de imagenes, el diagnostico y/o el
tratamiento del cancer de prostata y de las enfermedades relacionadas que implican poblaciones de células patdégenas
que expresan o que sobreexpresan el PSMA. El PSMA es una proteina de la superficie celular que se internaliza en
un proceso analogo a la endocitosis observada en los receptores de la superficie celular, tales como los receptores de
vitaminas. EI PSMA también se expresa en la neovasculatura de la mayoria de los tumores solidos. Por consiguiente,
se ha descubierto que pueden usarse ciertos conjugados que incluyen un conector con una longitud predeterminada
y/o un diametro predeterminado y/o unos grupos funcionales predeterminados a lo largo de su longitud para tratar,
obtener imagenes y/o diagnosticar dichas enfermedades.

En otra realizacién, en el presente documento se describen composiciones farmacéuticas, donde la composicion
farmacéutica incluye los conjugados descritos en el presente documento. De manera ilustrativa, las composiciones
farmacéuticas también incluyen uno o mas portadores, diluyentes y/o excipientes.

En el presente documento se ha demostrado que dichos conjugados de colorante del NIR dirigido al PSMA se unen a
las células tumorales que expresan el PSMA de un tejido. Ademas, la intensidad de la fluorescencia es mayor que la
intensidad observada previamente con otros colorantes del infrarrojo cercano que son dirigidos con folato a tumores
positivos para el receptor de folato. Este aumento de la intensidad permite el direccionamiento y la identificacion
evidente de areas mas pequefias de muestras bioldgicas (por ejemplo, tumores mas pequefios) de un tejido que se
esta controlando. Ademas, el aumento de la intensidad de los compuestos de la presente invenciéon proporciona la
ventaja afadida de que se pueden administrar dosis/cantidades mas bajas del colorante y sigue produciendo
resultados significativos. Por lo tanto, los compuestos de la presente invencién conducen a unas técnicas mas
econdémicas de obtencion de imagenes. Ademas, existe la ventaja afiadida de que una dosis mas baja de los
compuestos de la invencion, en comparacion con los compuestos de obtencién de imagenes convencionales, minimiza
la toxicidad y otros efectos secundarios que acompafan a la administracion de materiales extrafios a un cuerpo.

Ademas, la identificacion de tumores pequefios dara lugar a una reseccidon mas precisa y eficaz del tumor primario
para producir margenes negativos, asi como a una identificacion y eliminaciéon mas precisa de los ganglios linfaticos
portadores de células cancerosas metastasicas, y a la identificacion de la enfermedad satélite. Cada una de estas
ventajas se correlaciona positivamente con un mejor resultado clinico en el paciente que se esta tratando.

Ademas de tirosina, también puede ser util un conjugado dirigido al PSMA de un colorante del infrarrojo cercano con
cisteina. Ademas, la union directa del resto dirigido al PSMA con el colorante, o la unién del colorante con el DUPA o
con el ligando dirigido al PSMA a través de un conector de amina, también produce una pérdida de intensidad de la
fluorescencia por parte del conjugado, mientras que la presencia de la tirosina como resto conector entre los mismos
mejora la fluorescencia del compuesto conjugado como resultado del hecho de que los compuestos de la invencion
basados en tirosina no necesitan un conector de amina adicional para conjugarse con el SO456, y ademas porque la
conjugacion a través del resto de fenol de la tirosina da lugar a una mejora en la fluorescencia.

Los compuestos se pueden usar con sistemas de obtencion de imagenes tomograficas moleculares mediados por
fluorescencia, tales como aquellos disefiados para detectar la activacion de fluorescencia del infrarrojo cercano en
tejidos profundos. Los compuestos proporcionan especificidad molecular y tisular, producen un contraste de
fluorescencia alto, una sefial de fluorescencia mas brillante, y reducen la autofluorescencia de fondo, lo que permite
una deteccion y un analisis del objetivo molecular mejorados del tejido enfermo in vivo (por ejemplo, canceres). Los
compuestos se pueden usar para la obtencién de imagenes tridimensionales de tejido profundo, en cirugia dirigida y
para cuantificar la cantidad de un tipo de célula objetivo en una muestra biologica.

Los compuestos que se dirigen al PSMA pueden seleccionarse, por ejemplo, segun las siguientes criterios, que no
pretenden ser excluyentes: unién a células vivas que expresan el PSMA; unién a neovasculatura que expresa el PSMA,;
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alta afinidad de unién al PSMA; unién a un epitopo Unico del PSMA (para eliminar la posibilidad de que los anticuerpos
con actividades complementarias, cuando se usan en combinacién, compitan por la unién al mismo epitopo);
opsonizacion de células que expresan el PSMA; mediacion en la inhibicion del crecimiento, fagocitosis y/o eliminacion
de las células que expresan el PSMA en presencia de células efectoras; modulacion (inhibicién o estimulacién) de las
actividades de la NAALADasa, la folato hidrolasa, la dipeptidil peptidasa IV y/o la y-glutamil hidrolasa; inhibicion del
crecimiento, detencion del ciclo celular y/o citotoxicidad en ausencia de células efectoras; internalizacion del PSMA;
union a un epitopo conformacional del PSMA; minima reactividad cruzada con células o tejidos que no expresan el
PSMA,; y una union preferente a las formas diméricas del PSMA en lugar de a las formas monoméricas del PSMA.

Los compuestos que se dirigen al PSMA, los anticuerpos contra el PSMA y los fragmentos de unién al antigeno de los
mismos proporcionados en el presente documento normalmente cumplen uno o mas, y en algunos casos, mas de
cinco de los criterios anteriores. En algunas realizaciones, los compuestos que se dirigen al PSMA de la presente
invencion cumplen seis 0 mas de los criterios anteriores. En algunas realizaciones, los compuestos que se dirigen al
PSMA de la presente invencién cumplen siete o mas de los criterios anteriores. En algunas realizaciones, los
compuestos que se dirigen al PSMA de la presente invencion cumplen ocho o mas de los criterios anteriores. En
algunas realizaciones, los compuestos que se dirigen al PSMA de la presente invencién cumplen nueve o mas de los
criterios anteriores. En algunas realizaciones, los compuestos que se dirigen al PSMA de la presente invencion
cumplen diez o mas de los criterios anteriores. En algunas realizaciones, los compuestos que se dirigen al PSMA de
la presente invencién cumplen todos los criterios anteriores.

Algunos ejemplos de los tumores de los que pueden obtenerse imagenes con los compuestos dirigidos al PSMA de la
presente invencion (por ejemplo, conjugados de colorante del NIR dirigido al PSMA) proporcionados en el presente
documento incluyen cualquier tumor que exprese el PSMA tal como, por ejemplo, de préstata, de vejiga, de pancreas,
de pulmén, de colon, de rifién, melanomas y sarcomas. Un tumor que expresa el PSMA incluye tumores con
neovasculatura que expresa el PSMA.

Las moléculas dirigidas al PSMA pueden unirse al PSMA y pueden internalizarse con el PSMA expresado en las
células. Por lo tanto, un conjugado de ligando del PSMA que comprende un internalizado con el PSMA expresado en
las células.

Los compuestos que se dirigen al PSMA pueden unirse a un epitopo conformacional dentro del dominio extracelular
de la molécula del PSMA. Un compuesto que se dirige al PSMA puede unirse a un epitopo especifico del dimero del
PSMA. Generalmente, el compuesto que se une al epitopo especifico del dimero se une preferentemente al dimero
del PSMA mas que al mondmero del PSMA. El compuesto que se dirige al PSMA se une preferentemente al dimero
del PSMA. El compuesto que se dirige al PSMA tiene una baja afinidad por la proteina monomérica del PSMA.

El compuesto que se dirige al PSMA puede ser un ligando. El compuesto que se dirige al PSMA es acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico (DUPA).

El colorante del NIR que se dirige al PSMA de la presente invencion produce una relacion entre el tumor y la sefial de
fondo que es mayor que la relacion entre el tumor y la sefial de fondo del compuesto que se dirige al PSMA conjugado
con un colorante que no es del NIR o un colorante del NIR no dirigido. En algunas realizaciones, la mejora es de 10
veces. En algunas realizaciones, la relacion entre el tumor y la sefial de fondo mejora al menos a 4 veces. En algunas
realizaciones, la relacion entre el tumor y la sefial de fondo aumenta al menos 1,5 veces. En algunas realizaciones, la
sefial de fondo del colorante del NIR dirigido al PSMA es la mitad de la sefial de fondo del compuesto dirigido al PSMA
conjugado con un colorante fluorescente reactivo a la luz de menos de 600 nm de longitud de onda.

Conjugados de colorantes del NIR dirigidos al PSMA y su sintesis

Los siguientes esquemas muestran la sintesis de los conjugados de colorante del NIR dirigidos al PSMA de la presente
invencion.

CO,'Bu CO,Bu CO,Bn CO,Bu CO,H
0 0
'BuO,C A ~NH, HCI - 'BuO,C NJ\N'COtB = t M A t
u = =t
e 2. uO, AN NG > Bu BuO,C H H H i CO,'Bu
(10) (11) (12)

Esquema 1: Reactivos y condiciones: (a) (i) trifosgeno, TEA/DCM, -78 °C; (ii) H-L-Glu(OBn)-O'Bu * HCI; (b) Hy; Pd-
C/DCM
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Esquema 2: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-
OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (i) 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; c)
5 TFA:HO:TIPS (95:2,5:2,5), 1 h; (d) (i) H20, NaOH acuoso/pH = 9,5, t.a.; (ii) S0456, H,O, 100 °C, 15 min.
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Esquema 3: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-Phe-OH, HATU,
10 DMF/DIPEA, 2h; (b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-OH, HATU,
DMF/DIPEA, 2 h; (c) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; d) TFA:H,O:TIPS
(95:2,5:2,5), 1 h; (e) (i) H20, NaOH acuoso/pH = 9,5, t.a.; (ii) S0456, H>O, 100 °C, 15 min.
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Esquema 4: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; Fmoc-Arg(Pbf)-OH, HATU,
DMF/DIPEA, 2 h; (b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-Phe-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (c) (i)
piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (d) (i) piperidina
al 20 %/DMF, t.a., 10 min; 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (e) TFA:HO:TIPS (95:2,5:2,5), 1 h; (f) (i) H20, NaOH
20 acuoso/pH = 9,5, t.a.; (i) S0456, H,O, 100 °C, 15 min.
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Esquema 5: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (i) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH, HATU,
DMF/DIPEA, 2 h; (b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-Phe-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (c) (i)
piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (d) (i) piperidina
al 20 %/DMF, t.a., 10 min; 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (e) TFA:HO:TIPS (95:2,5:2,5), 1 h; (f) (i) H20, NaOH
acuoso/pH = 9,5, t.a.; (ii) S0456, H>0O, 100 °C, 15 min.

Ejemplos

Ejemplo (1): Evaluacion preclinica de los conjugados de colorante del NIR dirigido al PSMA con una variacion aleatoria
en la longitud del conector/separador entre el ligando y el colorante del NIR

/i\ H H
HOC7IN O N N
HO,C ©
o
NJ\N ~CO,H
H H

)
S0, COM E W M’\r

Hozc N N & coH

H o o
Oy N

COM 7N

j\ 0 /g/ o X O N ~S0H
Ho,c A

Esquema 1: Reactivos y condiciones: (a) (i) trifosgeno, TEA/DCM, -78 °C; (ii) H-L-Glu(OBn)-O'Bu * HCI; (b) Hy; Pd-
C/DCM

©)
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Esquema 2: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-
OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; c)
TFA:HO:TIPS (95:2,5:2,5), 1 h; (d) (i) H20, NaOH acuoso/pH = 9,5, t.a.; (ii) S0456, H>O, 100 °C, 15 min.

(a) Estudios in vitro.

La figura 2 muestra la estructura del conjugado de DUPA-FITC (isotiocianato de fluoresceina) (14) dirigido al PSMA
y su afinidad de unioén (Kp) y especificidad sobre células de cancer de prostata humano 22Rv1 positivas para el PSMA
y sobre células de epitelio basal alveolar humano A549 negativas para el PSMA en cultivo. Se afiadi6 DUPA-FITC
disuelto en medio RPMI en las concentraciones indicadas a las células 22Rv1 o A549 en medio de cultivo RPMI y se
dejaron en incubacion durante 1 h a 37 °C. Después se retird el medio, se lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd
por PBS (solucién salina tamponada con fosfato). Las muestras se analizaron usando citometria de flujo. Las barras
de error representan la DE (n = 3). ** no se une a las células A549

Figura 3 Afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR 1-9 con respecto al DUPA-FITC (14). Se
incubaron células de cancer de prostata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia de
DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retir6 el medio, se
lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria
de flujo.

Se control6 la afinidad de union de los conjugados de DUPA-NIR y los datos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Afinidad de unién de los conjugados de DUPA-NIR con separadores de longitud variable por células de cancer
de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA.

Compuesto Numero de atomos entre el DUPA y Kb (nM)
el agente del NIR

1 3 141,9
2 3 112,7
3 7 9,71
4 12 15,2
5 15 12,2
6 18 35,7
7 22 26,8
8 22 23,2
9 21 17,2

Estudios in vivo. Para el analisis in vivo, se control6 la distribucion tisular de los conjugados de DUPA-NIR, y se
muestra en la figura 4. Mas especificamente, se control6 la biodistribucién de los conjugados de DUPA-NIR 1-9 usando
la obtencion de imagenes de fluorescencia de ratones portadores de xenoinjertos de tumor de préstata humano
(células 22Rvl). A ratones atimicos macho con xenoinjertos de tumor 22Rv1 se les inyectaron conjugados de DUPA-
colorante del NIR a través de la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron 2 h después de la administracion del
conjugado de DUPA-colorante del NIR, se recogieron los tejidos seleccionados y se obtuvieron imagenes de los tejidos
con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de exposiciéon = 1 s). Los resultados se muestran en la figura 4.

También se analizaron los conjugados para mostrar la relacion entre la fluorescencia del tumor y del tejido. La figura
5 muestra la relacion entre la fluorescencia del tumor y del tejido de los datos de la biodistribucion tisular de los
conjugados de DUPA-NIR 1-9 dirigidos al PSMA. Tras la obtencién de las imagenes, se midi6 la fluorescencia en una
region de interés (ROI) en cada tejido usando un programa informatico de obtencién de imagenes in vivo y después
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se calculd la fluorescencia entre el tumor y el tejido

Conclusion: Los datos de la afinidad de unidn in vifro mostraron que los compuestos 3 (separador de 7 atomos), 4
(separador de 12 atomos) y 5 (separador de 15 atomos) tienen una afinidad muy alta por el PSMA, mientras que los
compuestos 1 (separador de 3 atomos) y 2 (separador de 3 atomos) tienen una baja afinidad por el PSMA. Los datos
anteriores demuestran que el colorante del NIR dirigido al PMSA requiere una longitud minima de un separador de 7
atomos entre el DUPA y el agente del NIR para tener una afinidad de unioén eficaz éptima.

El compuesto 4, DUPA-EAOA-Tyr-S0456, el (EAOA - acido Eight aminooctonoic) mostrd la mejor relacion entre el
tumor y la sefial de fondo (TBR) de todos los compuestos evaluados. El compuesto 4 también mostré una mayor
intensidad de fluorescencia en el tumor. Los compuestos 6 y 7 mostraron la segunda y la tercera mejor TBR entre los
compuestos evaluados en este ejemplo. Sin embargo, la intensidad de fluorescencia en el tumor para el compuesto 6
y 7 era menor en comparacion con la del compuesto 3, 4 y 5. Después de considerar la afinidad y la especificidad por
las células de cancer de prostata y los tejidos tumorales que expresan el PSMA, la intensidad de fluorescencia en el
tumor, la relacion entre el tumor y la sefial de fondo, etc., parece ser que el compuesto 4 puede considerarse un
candidato clinico adecuado, aunque los otros compuestos también pueden proporcionar algunos conocimientos
valiosos en clinica, asi como en condiciones experimentales.

Ejemplo 2: Evaluacién preclinica de los conjugados del NIR dirigidos al PSMA con conectores aminoacidicos
aromaticos entre el ligando y el colorante del NIR.

La figura 6 muestra las estructuras de los agentes de obtencion de imagenes dirigidos al PSMA DUPA-conector-NIR
con conectores aminoacidicos aromaticos entre el ligando y el colorante del NIR. El esquema sintético se muestra en
el esquema 3.

(b) Sintesis

\4/ HO,S
o] oPh NN\\_-SO3H
H H
o=~ o N N__COH
cozH 5N
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o} )j\

SPPS !
la-d HO.C N N75 COH
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Esquema 3: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-Phe-OH, HATU,
DMF/DIPEA, 2 h; (b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-OH, HATU,
DMF/DIPEA, 2 h; (c) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (i) 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; d) TFA:H20:TIPS
(95:2,5:2,5), 1 h; (e) (i) H20, NaOH acuoso/pH = 9,5, t.a.; (ii) S0456, H20, 100 °C, 15 min.

Estudios in vitro. La figura 7 muestra las afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR con
conectores aminoacidicos aromaticos con respecto a DUPA-FITC (14). Se incubaron células de cancer de préstata
humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones
crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retiré el medio, se lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd
por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria de flujo.

La Tabla 2 muestra los datos de la afinidad de unién de los conjugados de DUPA-NIR con conectores aromaticos a
las células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA.

KD (nM)

15 4,9
23 7,5
25 6,3
27 22,2
32 32

33 16

34 34,9
35 23,9
36 13,4

Estudios in vivo. La figura 8 muestra el andlisis de biodistribucion tisular y relacion entre el tumor y el tejido de los
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conjugados de DUPA-NIR 15 y 23 usando la obtencion de imagenes de fluorescencia de ratones portadores de
xenoinjertos de tumor de prostata humano (células 22Rv1). A ratones atimicos macho con xenoinjertos de tumor 22Rv1
se les inyectaron conjugados de DUPA-colorante del NIR a través de la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron
2 h después de la administracion del conjugado de DUPA-colorante del NIR, se recogieron los tejidos seleccionados
y se obtuvieron imagenes de los tejidos con un aparato VIS (ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s).
Tras la obtencién de las imagenes, se midid la fluorescencia en una region de interés (ROI) en cada tejido usando un
programa informatico de obtencién de imagenes in vivo y después se calculd la fluorescencia entre el tumor y el tejido.

La figura 9 muestra una superposiciéon de la imagen de fluorescencia de la totalidad o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 15 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 10 muestra una superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del
cuerpo sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor
de prostata humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 23 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. =
745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 11 muestra una superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del
cuerpo sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor
de prostata humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 25 y se obtuvieron imagenes con un aparato VIS (ex. =
745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo

La figura 12 muestra una superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del
cuerpo sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor
de préstata humano 22Rv 1 se le inyectaron 6 nmol de 35 y se obtuvieron imagenes con un aparato VIS (ex. = 745 nm,
em. = |CG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 13 muestra una superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del
cuerpo sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor
de préstata humano 22Rv1 se le inyectaron 6 nmol de 36 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm,
em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Conclusion: Estos datos de afinidad de union in vitro demostraron que los compuestos 15, 23, 25 y 36 tienen una
afinidad muy alta por el PSMA. Ademas, los compuestos 15, 23, 25, 35 y 36 mostraron unos datos muy buenos de
obtencién de imagenes de cuerpo completo a las 2-4 horas de su administracion al animal. Ademas, los compuestos
15 y 35 mostraron una excelente relacién entre el tumor y la sefial de fondo (TBR). Después de considerar la afinidad
y la especificidad por las células de cancer de prostata y los tejidos tumorales que expresan el PSMA, la intensidad
de fluorescencia en el tumor, la relacion entre el tumor y la sefial de fondo, la facilidad de sintesis y la disponibilidad
de las materias primas por su bajo coste, puede considerarse que el compuesto 15y 35 son unos candidatos clinicos
excelentes, aunque los otros compuestos también pueden ser utiles como candidatos tanto clinicos como
experimentales.

Ejemplo (3): Evaluacion preclinica de los conjugados del NIR dirigidos al PSMA con un conector de carga positiva
entre el ligando y el colorante del NIR

La figura 14 muestra las estructuras de los agentes de obtencién de imagenes DUPA-conector-NIR con conectores
de carga positiva entre el ligando y el colorante del NIR dirigidos al PSMA, y el esquema sintético de estos agentes se
muestra en el esquema 4:

¥
5 T ooe
FmocHN O\/©/

© SPPS

OH

cozn WL )\(N\/u\ i e com /OS/HWHJW(H
e

HO,C N)I\N:
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Esquema 4: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; Fmoc-Arg(Pbf)-OH, HATU,
DMF/DIPEA, 2 h; (b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-Phe-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (c) (i)
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piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (d) (i) piperidina
al 20 %/DMF, t.a., 10 min; 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (e) TFA:HO:TIPS (95:2,5:2,5), 1 h; (f) (i) H.0, NaOH
acuoso/pH = 9,5, t.a.; (ii) S0456, H>O, 100 °C, 15 min.

La figura 15 muestra las afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR con respecto a DUPA-FITC
(14). Se incubaron células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en
presencia de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retird
el medio, se lavo con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando
citometria de flujo.

Estudios In vivo: La figura 16 muestra la relacién entre el tumor y el tejido de los conjugados de DUPA-NIR 39 y 41
usando la obtencién de imagenes de fluorescencia de ratones portadores de xenoinjertos de tumor de préstata humano
(células 22 Rv1). A ratones atimicos macho con xenoinjertos de tumor 22Rv1 se les inyectaron conjugados de DUPA-
colorante del NIR a través de la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron 2 h después de la administracion del
conjugado de DUPA-colorante del NIR, se recogieron los tejidos seleccionados y se obtuvieron imagenes de los tejidos
con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s). Tras la obtencion de las imagenes, se
midio la fluorescencia en una regién de interés (ROI) en cada tejido usando un programa informatico de obtencion de
imagenes in vivo y después se calculd la fluorescencia entre el tumor y el tejido.

La figura 17 muestra una superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del
cuerpo sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor
de prostata humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 39 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. =
745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicién = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 18 muestra y superpone la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 40 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 19 muestra una superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del
cuerpo sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor
de prostata humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 41 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. =
745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Conclusion: Estos datos de afinidad de union in vitrodemostraron que el compuesto 41 tiene una afinidad muy alta por
el PSMA. Los compuestos 39, 40 y 41 mostraron una obtencion de imagenes de cuerpo completo muy buena y una
rapida eliminacién de la piel en estudios de obtenciéon de imagenes dependientes del tiempo. La adicion de Arg al
conector entre el conector ligando-acido eight aminooctonoic y colorante del NIR aumenté el nimero de cargas
positivas y disminuy6 la carga negativa total de la molécula global. A pesar de tener Arg, los restos disminuyeron la
afinidad de la molécula por el PSMA, estos compuestos mostraron una rapida eliminacion de la piel. Después de
considerar la afinidad y la especificidad por las células de cancer de prostata y los tejidos tumorales que expresan el
PSMA, la rapida eliminacién de la piel, el compuesto 41 puede considerarse un candidato clinico, aunque los otros
compuestos también pueden ser Utiles como candidatos tanto clinicos como experimentales.

Ejemplo (4): Evaluacion preclinica de los conjugados del NIR dirigidos al PSMA con un conector de carga negativa
entre el ligando y el colorante del NIR.

La figura 20 muestra las estructuras de los agentes de obtencion de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA

con conectores de carga negativa entre el ligando y el colorante del NIR. El esquema sintético se muestra en el
esquema 5.
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Esquema 5: Reactivos y condiciones: (a) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (i) Fmoc-Asp(O'Bu)-OH, HATU,
DMF/DIPEA, 2 h; (b) (i) piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-Phe-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (c) (i)
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piperidina al 20 %/DMF, t.a., 10 min; (ii) Fmoc-acido Eightaminooctanoic-OH, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (d) (i) piperidina
al 20 %/DMF, t.a., 10 min; 12, HATU, DMF/DIPEA, 2 h; (e) TFA:HO:TIPS (95:2,5:2,5), 1 h; (f) (i) H.0, NaOH
acuoso/pH = 9,5, t.a.; (ii) S0456, H>O, 100 °C, 15 min.

Estudios in vitro: Figura 21 Afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR de 49 y 50 con respecto a
DUPA-FITC (14). Se incubaron células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a
37 °C en presencia de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después
se retird el medio, se lavd con medio reciente (3x) y se sustituyé por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé
usando citometria de flujo.

Estudios in vivo. La figura 22 muestra el analisis de biodistribucion tisular y relacién entre el tumor y el tejido de los
conjugados de DUPA-NIR 49 y 50 usando la obtencion de imagenes de fluorescencia de ratones portadores de
xenoinjertos de tumor de prostata humano (células 22Rv1). A ratones atimicos macho con xenoinjertos de tumor 22Rv1
se les inyectaron conjugados de DUPA-colorante del NIR a través de la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron
2 h después de la administracion del conjugado de DUPA-colorante del NIR, se recogieron los tejidos seleccionados
y se obtuvieron imagenes de los tejidos con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s).
Tras la obtencién de las imagenes, se midid la fluorescencia en una region de interés (ROI) en cada tejido usando un
programa informatico de obtencién de imagenes in vivo y después se calcul6 la fluorescencia entre el tumor y el tejido.

Conclusion: Aunque tenia una baja afinidad de unién por el PSMA, el compuesto 49 tiene una acumulacion en el tumor
muy alta (alta intensidad de fluorescencia) y una buena relacion entre el tumor y la sefial de fondo

Ejemplo (5): Evaluacion preclinica de los conjugados de colorante del NIR dirigidos al PSMA con una variacion de la
carga de la molécula del colorante del NIR.

La figura 23 muestra las estructuras de los agentes de obtencion de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA
con una molécula de colorante del NIR con carga variable.

Figura 24: Afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR con respecto a DUPA-FITC (14). Se
incubaron células de cancer de prostata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en presencia de
DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retir6 el medio, se
lavé con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando citometria
de flujo.

Ko (nM)

15 4,9
54 2,6
55 7,3
56 3,7
59 60,9
60 5,4

Figura 25: Superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo sobre
imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de prostata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 54 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 26 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo
sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 55 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 27 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo
sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 56 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 28 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo
sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 57 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo

La figura 29 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo

sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 58 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
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ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo

La figura 30 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo
sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 60 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Conclusion: Estos datos de afinidad de union in vitrodemostraron que los compuestos 15, 55, 56 y 60 tienen una
afinidad muy alta por el PSMA. Los compuestos 15, 54, 57 y 60 mostraron una obtencién de imagenes de cuerpo
completo muy buena y una rapida eliminacién de la piel en estudios de obtencién de imagenes dependientes del
tiempo. Por lo tanto, la reduccién de la carga negativa mediante la eliminacion de los grupos acido sulfénico (SO3H)
del colorante del NIR ayudé a producir una rapida eliminacion de la piel y una acumulacion rapida en el tumor. Después
de considerar la afinidad y la especificidad por las células de cancer de prostata y los tejidos tumorales que expresan
el PSMA, la rapida eliminacion de la piel, los compuestos 54, 57 y 60 pueden considerarse candidatos clinicos.

Ejemplo (6): Evaluacion preclinica de los conjugados de colorante del NIR dirigido al PSMA: Diversos conjugados de
DUPA-NIR

Figura 31: Estructuras de los agentes de obtencion de imagenes DUPA-conector-NIR dirigidos al PSMA con diversos
conectores y colorantes del NIR.

La figura 32 muestra las afinidades de union relativas de los conjugados de DUPA-NIR con respecto a DUPA-FITC
(14). Se incubaron células de cancer de préstata humano 22Rv1 positivas para el PSMA durante 1 h a 37 °C en
presencia de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes de los conjugados de DUPA-NIR. Después se retird
el medio, se lavo con medio reciente (3x) y se sustituyd por PBS. La fluorescencia unida a la célula se analizé usando
citometria de flujo

Ko (nM)

62 141,4
64 318,8
65 983
66 No activo

Estudios in vivo. La figura 33 muestra la superposicién de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de
la mitad del cuerpo sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un raton portador de un xenoinjerto
de tumor de préstata humano 22Rv1 se le inyectaron 20 nmol de 63 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS
(ex. =745 nm, em. = ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 34 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo
sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv 1 se le inyectaron 6 nmol de 63 y se obtuvieron imagenes con un aparato VIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

La figura 35 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo
sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv 1 se le inyectaron 20 nmol de 64 y se obtuvieron imagenes con un aparato IVIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Conclusion: Estos datos de afinidad de unidn in vifrodemostraron que los compuestos 62, 64, 65 y 66 tienen una baja
afinidad por el PSMA. Sin embargo, los compuestos 63 y 64 también mostraron una obtencién de imagenes de cuerpo
completo muy buena y una rapida eliminacién de la piel en estudios de obtencién de imagenes dependientes del
tiempo. Por lo tanto, los compuestos 63 y 64 pueden considerarse unos candidatos clinicos particularmente preferidos,
aunqgue los otros compuestos también pueden ser Utiles como candidatos tanto clinicos como experimentales.

Ejemplo (7): Evaluacion preclinica de los conjugados de colorante del NIR dirigido al PSMA: Ligandos alternativos del
DUPA

La figura 36 muestra las estructuras de los agentes de obtencion de imagenes del NIR dirigidos al PSMA con un
ligando diferente.

La figura 37 muestra las afinidades de union relativas de los conjugados del NIR dirigidos al PSMA 15 con respecto a
DUPA-FITC (14) para células 22Rv1 positivas para el PSMA y para A549 negativas para el PSMA. Las células
cancerosas se incubaron durante 1 h a 37 °C en presencia de DUPA-FITC 100 nM con concentraciones crecientes
del compuesto 15. Después se retird el medio, se lavé con medio reciente (3x) y se sustituyé por PBS. La fluorescencia
unida a la célula se analizé usando citometria de flujo.
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La figura 38 muestra la superposicion de la imagen de fluorescencia de la totalidad del cuerpo o de la mitad del cuerpo
sobre imagenes de luz blanca después de ajustar el umbral. A un ratén portador de un xenoinjerto de tumor de préstata
humano 22Rv 1 se le inyectaron 6 nmol de 15 y se obtuvieron imagenes con un aparato VIS (ex. = 745 nm, em. =
ICG, tiempo de exposicion = 1 s) en diferentes intervalos de tiempo.

Conclusién: Aunque se han sintetizado ligandos alternativos del DUPA que tienen una mayor afinidad por el PSMA
cuando se comparan con el DUPA, este ejemplo muestra que el compuesto 15 tiene una afinidad muy alta por las
células 22Rv1 positivas para el PSMA, pero no por las células A549 negativas para el PSMA, lo que indica que el
compuesto 15 es muy especifico para el PSMA. Los estudios de obtencién de imagenes de cuerpo completo
dependientes del tiempo demostraron que el compuesto 15 se acumulaba en los tumores positivos para el PSMA y
en los rifiones del ratén, demostrando de nuevo que el compuesto 15 es un excelente candidato clinico.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula estructural:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrogeno o SOzH;

Rz representa un hidrogeno o CH3 0 C3HgSO3™ 0 C3HsSO3H 0 C4HgSO3 0 C4HsSO3H o C3HsN*(CHa)s;

R3, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o
nitrégeno

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrogeno, oxigeno o azufre o ningun atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de
vinilo);

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rs es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp, His,
Tyr, y/o aminoacidos catidnicos como Arg, Lys, y/o aminoacidos aniénicos tales como Asp, Glu, y/o aminoacidos no
naturales de acidos aromaticos/cationicos/anionicos;

Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal, o conectores de polietilenglicol,
conectores de polietilenamina o un conector catiénico;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa independientemente representa un hidrégeno, un grupo metilo, CH,COOH, un CH; y cada uno puede
representar, opcionalmente, un CH, que comparte un enlace.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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HO,C NJ\N ~CO,H
H H H H Rq =F, Ry, R3 = H: (19)

R, =NO,,R2, R; = H: (20)
Ry, R; = NO,, Ry = H: (21)
Ry =F, R, = H, Ry = CHy: (22)

D
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R4 = Bn, Ry, Ry = H: (28)
Ry =H, R; =H, R; = F: (29)
Ry =H, Ry = H, R; = OCH3: (30)
Rq =H, Ry = NO,, R3 = H: (31)
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P,Q,R, W, X, Y, Z pueden ser H, Na, K, NH,
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1 0]
2
QO,C N/U\N £ CO,R
HH HH

Centro quiral | 1* 2" 3* 4*
Compuesto
35 M M M M
114 M M M D
115 M M D M
116 M M D D
117 M D M M
118 M D M D
119 M D D M
120 M D D D
121 D M M M
122 D M M D
123 D M D M
124 D M D D
125 D D M M
126 D D M D
127 D D D M
128 D D D D

5 o una mezcla racémica de los mismos.

3. Un compuesto que tiene la férmula estructural:

80



10

15

20

25

ES 2 861 528 T3

Ryg COOH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrogeno o SOzH;

Rz representa un hidrogeno o CH3 0 C3HgSO3™ 0 C3HsSO3H 0 C4HgSO3™ 0 C4HsSO3H o C3HsN*(CHa)s;

R3, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o
nitrégeno

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrogeno, oxigeno o azufre o ningun atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de
vinilo);

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rs es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp, His,
Tyr, y/o aminoacidos catidnicos como Arg, Lys, y/o aminoacidos aniénicos tales como Asp, Glu, y/o aminoacidos no
naturales de acidos aromaticos/cationicos/anionicos;

Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal, o conectores de polietilenglicol,
conectores de polietilenamina o un conector catiénico;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa independientemente representa un hidrégeno, un grupo metilo, CH,COOH, un CH; y cada uno puede
representar, opcionalmente, un CH, que comparte un enlace.

4. El compuesto de la reivindicacion 3, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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COOH

COOH

HO,C

X=8,n=1:(137)
X =NH, n = 4 (138)
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R = CO,H, X = O: (139)

R = H, X = O: (140)

R =H, X = N: (141)

R=H, X = S: (142)
COOH COOH

5. Un compuesto que tiene la férmula estructural:

CO,H

I
T

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

R+ representa un hidrogeno o SO3H;

Rz representa un hidrogeno o CH3 0 C3HgSO3™ 0 C3HsSO3H 0 C4HsSO3™ 0 C4HsSO3H 0 C3HsN*(CHa)s;

R3, y Rs representan cada uno un carbono, opcionalmente uno o mas enlaces compartidos, u oxigeno o azufre, o
nitrégeno

R4 representa un carbono opcionalmente con uno o mas enlaces compartidos;

Re representa nitrégeno, oxigeno o azufre o ningin atomo (enlace directo C-C entre el anillo aromatico y el anillo de
vinilo);

R7 es opcional y, cuando esta presente, representa un grupo sustituyente aromatico donante de electrones;

Rg es opcional y, cuando esta presente, representa conectores con aminoacidos aromaticos tales como Phe, Trp, His
o Tyr, y/o aminoacidos catidénicos como Arg, Lys, y/o aminoacidos anionicos tales como Asp, Glu, y/o aminoacidos no
naturales de acidos aromaticos/cationicos/anionicos;
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Ry es opcional y, cuando esta presente, representa una cadena carbonada lineal, o conectores de polietilenglicol,
conectores de polietilenamina o un conector catiénico;

R1o representa un COzH, PO3H2, SO3H, CHzSO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOg,H;

R11 representa COzH, SO3H, CHzCONHCHzSO3H, CHzCONHCHzCHzSOs,H} y

R12 representa independientemente representa un hidrégeno, un grupo metilo, CH,COOH, un CH; y cada uno puede
representar, opcionalmente, un CH, que comparte un enlace.

6. El compuesto de la reivindicacion 5, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

SO4H
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HH HA 2

consiste en:

10

wnnr

HN

0. OH 8} Oy _OH o}
OO BT
N ; HN; N ;

\®(@ 0

TN i O
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3

0 mezclas racémicas de los mismos.
8. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde el compuesto tiene un maximo de absorcion y

de emisién entre aproximadamente 500 nm y aproximadamente 900 nm.
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9. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el compuesto es capaz de, o se adapta para,
emitir fluorescencia después de la distribucion del mismo en un tejido.

10. El compuesto de la reivindicacién 9, en donde las células tisulares se seleccionan del grupo que consiste en células
de préstata, células de cancer de préstata, células de cancer de vejiga, células de cancer de pancreas, células de
cancer de higado, células de cancer de pulmon, células de cancer de rifion, células de sarcoma, células de cancer de
mama, células de cancer cerebral, células de carcinoma neuroendocrino, células de cancer de colon, células de cancer
testicular y células de melanoma.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1a 10y
un portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12. Un kit que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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Figura 1: Estructuras de los agentes de obtencion de imagenes en el NIR con conector DUPA
dirigidos al PSMA con una longitud de conector variable
(a) Sintesis de los conjugados de DUPA-conector-colorante NIR

COztBU COZlBU COan COztBU COzH

0 0
tBuO,C A “NH, HCI t - t 4 B t
2 H 2. BUOzC H ﬁ m H COz Bu BUOzc H ” H A COZ Bu

(10) (11) (12)
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Figura 2
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Figura 2: Estructura del conjugado DUPA-FITC (isotiocianato de fluoresceina) (14) dirigido al
PSMA y su afinidad de unidn (Kp) y especificidad sobre células de céncer de préstata humano
22Rv1 positivas para el PSMA y sobre células de epitelio basal alveolar humano A549 negativas
para el PSMA en cultivo. Se afadié DUPA-FITC disuelto en medio RPMI en las concentraciones
indicadas a las células 22Rv1 o A549 en medio de cultivo RPMI y se dejaron en incubacién
durante 1 h a 37 °C. Después se retiré el medio, se lavd con medio reciente (3x) y se sustituyé
por PBS (solucidn salina tamponada con fosfato). Las muestras se analizaron usando citometria
de flujo. Las barras de error representan la DE (n = 3).

** no se une a las células A549
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Figura 26

Epifuorescencia

Epifuorescencia

Epifuorescencia Epiluorescencia
Epiluorescenc P
150

Efic. de radiacién Enc. de radiacién
(Bistemeisry (Bisicmélsry

Epifuorescencia Epiluorescencia

Epiluorescencia

p s : or s
o ' Q
2 1 y .
S o 1 bt G ii 5 B

112



ES 2861 528 T3

Figura 27

113



ES 2861 528 T3

Figura 28

1433108
14p

133 > J 50

130
Efic. de radiacion 0 } Efic. de radiacion] Efic. de radiacion
(ol (pislemlsr Jsicny!

114



Figura 29

ES 2861 528 T3

z Epiuorescencia Epituorescancia
30
20
10
Efic. de radiacion} e o reaiecion Efic. de radiacion
(pisicmsr) (@ ) (Pistemelsry
WWicm

115

Epfiuorescencia
13

Efc. de radacion
plsicmlsr,
¢ Wicm? )




ES 2861 528 T3

Figura 30

Epiluorescencia

Epifluorescencie Epifuorescencia

Epifuorosconcia

Epifuoroscencia Epiiuorescencia
140
130
0
12p
208 007
np
30 100
Efc. de radiacién
(Plsicmvisry
uWicm?

Efic. de radiacién
(Disicmelsry
wWicm?

Efic. de radiacion
Jcmsr

Epiforescencia

Epifuoresconcia
3

Epifuorescencia

P
e

previss

)

116



ES 2 861 528 T3

Figura 31

COH

HO,C
ZHH

117



Figura 32

% de fluorescencia unida a la célula

100+

80

60+

40-

204

ES 2 861 528 T3

-11 10 -9 -8 -7 -6 -5

Log [concentracion de farmaco]

118

L



ES 2861 528 T3
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