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DESCRIPCION

DERIVADOS DE 8-METOX1-2-0X0-1,2-DIHIDROCICLOPENTAIdelQUINOLINA Y
SU APLICACION COMO REACTIVOS DE MARCAJE DE LA LUMINISCENCIA DE
LANTANIDOS

La presente invencion se refiere al disefio y sintesis de nuevos fluoréforos con aplicacion
en el desarrollo de biosensores de fluorescencia, y particularmentie, a derivados de 8-
meioxi-2-oxo-1,2-dihidrociclopentaldelquinolina v su aplicacién como reactives de

marcaje de ia luminiscencia de lantanidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

£l conocimiento de la estructura v funciones de células, érganos y organismos vivos
constituye un reto constante en la biologia vy la medicina modernas, que requiere el
desarrollo de técnicas analiticas vy de visualizacidon ingeniosas e innovadoras y de
bicsensores apropiados. Entre estos, los biosensores &pticos ocupan un lugar
destacado por su rapidez de respuesta, su sensibilidad v la posibilidad de deteccidn
simultanea de varios analitos. Dentro de este grupo, enlos Ultimos anos, ios biosensores
luminiscentes se encuentran entre los mas utilizados, por su alta selectividad,
sensibilidad y versatilidad, pudiéndose utilizar incluso en aplicaciones in vivo con alia
resolucion espacial y temporal (Velasco-Garcia, M. N. Semin. Cell. Dev. Biol. 2009, 20,
27, Kobayashi, H. et al. Acc. Chem. Hes. 2011, 44, 83). Esta téenica implica la excitacidn
de las biomoléculas, mediante irradiacion con luz UV/visible, seguida de relajacion a su
gstado fundamental, mediante emision de gran parte de la energia absorbida en forma

de huz.

En los ultimos afios os sensores o sondas basados en la luminiscencia de lantanidos
estan emergiendo como potentes herramientas en los campos de la Biologia Molecular,
la Bioguimica y la Biomedicing, debido a las ventajas que presenta su uso frenie a los
fiuoréforos organicos y las proteinas fluorescentes, entre las que destacan: a) largos
tiempos de vida de luminiscencia (us-ms), que posibilitan la fluorimeiria en tiempo
resuelto, donde se aplica un retraso entre el pulso de excitacién y la ventana de
deteccidon, eliminando las interferencias por la autoflucrescencia de los medios
biclogicos v aumentando sensiblemente ia relacidon sefal-ruido vy, por tanto, la

sensibilidad; b) bandas de emision muy finas que no solapan, permitiendo el uso
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simultaneo de sondas de diferentes lantanidos para detectar cuantitativaments distintos
analitos sin interferencia cruzada (deteccidén multicanal); ¢) grandes desplazamientios de
Stokes enire las longitudes de onda de excifacidn y las de emision, evitando los
problemas de auto-absorcion dependiente de la concentracion (Werts, M. H. V. Sci
Prog. 2005, 88, 101; Eliseeva, S. V. Et al. Chem. Scc. Rev. 2010, 39, 189, Heffern, M.
C. et al. Chem. Rev. 2014, 114, 4496). Las bandas de absorcidn y emision de los
cationes lanténidos corresponden a fransiciones electrénicas entre los orbitales 4f gue
son prohibidas. Por ello, presentan bajos coeficientes de absorbancia, lo que dificulta su
excitacion. Este problema se evita aprovechando la posibilidad de excitacion indirecta
mediante transferencia de energia desde cromdéforos organicos con alto coeficiente de
absorcion molar. Este proceso se conoce comoe sensibilizacion o efecto antena y &l

cromoforo se le denomina “antena” (Heffern, M.C. et al. Chem. Rev. 2014, 114, 4496)

A pesar de las excepcionales propiedades fotofisicas de las antenas de lantanidos,
actuaimente, se dispone de un numero muy limitado de compuestos de este tipo para
el estudio de sistemas bioldgicos y su aplicacion resulta limitada debido a la falta de
herramientas que permitan & marcaje de biomdleculas (ef: péptidos y proteinas) ¢
nanoparticulas de una forma eficaz y sencilla (Sy, M. Chem. Commun. 2016, 52, 5080).
El marcaje luminiscente de material bioldgico con antenas de lantanidos requiere la
introduccion de una funcionalidad reactiva en la antena para su union covalente de
forma especifica al material o diana de interés, generaimente, a fravés de grupos
nucledfilos amino o tioles (Sy, M. Chem. Commun. 20116, 52, 5080; Hagan, A. K. Anal.
Bioanal. Chem. 2011, 400, 2847). Para e marcaje en grupos amino se han utilizado
isocianatos, ésteres de N-hidroxisuccinimida o cloruros de acidos sulfonicos, mientras
que, para el marcaje en grupos ticles se han utiizado los grupos maleimida,
haloacetamida, ditiopiridina o metanosulfonate (Sy, M. Chem. Commun. 2016, 52,
5080). Estos grupos se unen a través de un espaciador a la aniena. Esta
funcionalizacion requiere el disefio y manipulacidn quimica apropiada de la antena, gue,
no debe afectar significativamente a las propiedades fotofisicas de la antena. La
utilizacion de estos reactivos generalmente requiere el lavado de la muestra marcada
para eliminar el exceso de reactivo de marcaje y evitar su interferencia en el andlisis

fotofisico de la muestra.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a compuestos derivados de 8-metoxi-2-0x0-1,2-
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dihidreciclopentaldejquinclina de formula (1) que se comportan como aceptores de
Michael muy reactivos frente a tioles (RSH), transformandose por reaccidon con éstos en
estructuras gue, a su vez, se comportan como antenas de la luminiscencia de cationes

lantanidos (Ln**).

Esta caracteristica hace gue los compuestos de formula () fengan aplicacién como
reactivos muy eficaces para el marcaje luminiscente de muestras bioldgicas, entre las
que se incluyen péptidos y proteinas, y de nanoparticulas, con utilidad en el desairoilo
de biosensores luminiscentes, tal y como se representa en el siguiente esquema de

reaccion, donde R y X se definen mas adslante.

Material 3 marcar

Mo luminiscencia Sensibilizacion de la luminiscencia de Ln®

Entre las ventajas que presenta la presentie invencion destacar que:

a) Los compuesios de férmula () no emiten fluorescencia v no sensibilizan la
luminiscencia de cationes lanténidos, mientras qgue, los producios de su reaccidn con
las especies a marcar, de formula (D), sensibilizan la emisidn de diversos lantanidos,
preferentements la luminiscencia roja de Eu*. Por lo cusl estos reactivos no
interfieren en ia emisidn de las especies marcadas a analizar y, por ello, no es
necesario lavar las muestras para sliminar el exceso de reactivo. Esta caracteristica

simpilificaria los analisis y aportaria alta sensibilidad.

b} A diferencia de ofras sondas luminiscentes, los compuestos de formula () no
requieren la incorporacion de grupo reactive para ¢ anclaje al material a2 marcar, ya
que, en este caso, e anclaje se realiza por adicidn al doble enlace, que forma parte
del propio cromoforo, contribuyendo con elio a un pegueiio tamafo y, por tanto, a

una menor perturbacion de la estructura de la diana a marcar.
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Las 2-oxo-1,2.4,5-tetrahidrociclopentaldeiquinclinas (I, que se forman en la
reaccidn de los compuesios de la invencidn (i) con fioles, sensibilizan diversos
cationes lantanidos, por 1o que estos compuestos constituyen herramientas de

marcaje gue permitirian la deteccidn muilticanal de diferentes lantanidos.

Los grandes desplazamientos de Stokes entre la longitud de onda de absorcion de
la antena (= 300 nm) y las longitudes de onda de emision de los lantanidos evitan

problemas de autoabsorcidn.

Largos tiempos de vida de luminiscencia (us-ms), que posibilitan la flucrimetria en
tiempo resueito, donde se aplica un retraso enire ef pulso de excitacidn v la ventana
de deteccidn, eliminando las interferencias por la autoflucrescencia de los medios
bicldgicos v aumentando sensiblemente la relacion sefial-ruido vy, por tanto, la

sensibilidad.

Bandas de emisidn de los lantanidos muy finas que no solapan, permitiendo el uso
simuitaneo de sondas de diferentes lantdnidos para detectar cuantitativamente

distintos analitos sin interferencia cruzada (deteccidn multicanal).

Los compuestos de formula (B constituyen herramientas de marcaje luminiscents

para estudios tanto in vitro como in cellulo.

Esta forma de marcaje luminiscente es novedosa y no ha sido descrita en los

reactivos de marcaje conocidos hasta la fecha

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de

formula (I

{)

o cualguiera de sus sales o solvatos farmacéuticaments aceptables,

donde R' se selecciona de entre H, -OR2, y -NR*R?, siendo R?2, R® y R* seleccionados

independientemnente de entre H, v alquilo{C+-Cs) opcionalmente sustituido; y
X se selecciona de enire los grupos -COaR8, -PO(OH),, -POHR®, -80O;R®, -SONHRS,

5



10

15

20

25

ES 2 847276 B2

-CONHRS, -PO(OHYNHR?®, v -PO(NHR?),, donde R°® se selecciona de entre H, alquilo(Cy-

Cs), la estructura (A) v la estructura (A%):

O
A
[/CQ?H 0
—NT NS
N L N o
S \co,H NSy
—~(CHym~ N _} 2 —{CHI | £ Ny
H N ~Z7
HOLC A0
(A) (A

donde m se selecciona de entre 2, 3y 4; y L’ es un lantanido, que preferiblements se
selecciona de enfre La™, Ce®, Pr¥* Nd™, Pm®, Sm®, Eu®, Gd*, Tb*, Dy™, Ho®, Er®,

T3, Yoy Lud

£n una realizacion preferida, R’ es -OR? y R? es un alquilo{C+-Ca), mas preferiblements

R? a5 metilo.

En otra realizacion preferida X es -CO,R®; y més preferiblemente -COxH.

£n ofra realizacién preferida X es -PO(OH}..

£n ofra realizacion preferida X es -CONHRS siendo R® un grupo de estructura (A), donde

i se seiecciona de enire 2, 3 v 4; y mas preferiblemente m es 2.

En ofra realizacion preferida X es -CONHR?® siendo R® un grupo de esfructura (A&’),
donde m se selecciona de entre 2, 3y 4 y Ln®* se selecciona de entre La*, Ce®, Eu?,

y Tb®: mas preferiblemente mes 2 y Ln®* es La*, Eu®, o Th¥.

En ofra realizacién preferida X es -PO{OH)NHR?® siendo R® un grupo de estructura (A),

donde m se selecciona de entre 2, 3 ¥ 4; v mas preferiblemante m es 2.

En otra realizacion preferida X es -PO{OHINHRS? siendo R® un grupo de estructura (&%),
donde m se selecciona de enire 2, 3y 4y Ln®* se selecciona de entre La**, Ce™, Eu™,

y Th®: mas preferiblemente mes 2 y Ln* es La™, Eu®, o Th¥.
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Asimismo, hay que entender que la presenie invencidn abarca todos los isdmeros de
los compuestos de formula (1), es decir, todas las formas geométricas, fautoméricas y
Gpticas, y sus mezclas {por gjemplo, mezclas racémicas). Cuando hay méas centros
quirales en ics compuestos de formula (1), 1a presente invencidn incluye dentro de su
alcance todos los posibles diasteredmeros, incluidas sus mezclas. Las diferentes formas
isdmeras pueden separarse ¢ resolverse entre si por métodos convencionales, ©
cualquier isomero dado puede obtenerse por métodos sintéticos convencionales ¢ por

sintesis esteracespecifica, esterecselectiva o asimétrica.

El término “tautdmero” o “forma tautomérica”, tal y como se usa enla presente invencion,
se refiere a isdmeros estructurales de diferentes energias gue son interconvertibles via
una barrera de baja energia. Por sjemplo, tautdmeros protdnicos (fambién conocidos
como tautdmeros prototropicos) que incluyen interconversiones medianie {a migracion
de un protdn, como por ejemplo isomerizaciones ceto-endlicas o imina-enamina. Los
tautdmercs de valencia incluyen interconversiones por recrganizacion de algunos

electrones de enlace.

La presente invencidn también incluye compuestos marcados con isétopos, que son
idénticos a los citados en las fdrmula (1) salvo en gue uno ¢ mas atomos se han
reemplazado por un atomo que fiens una masa atdmica o namero masico diferente de
la masa atdmica o numerc masico encontrado habitualmente en la naturaleza. Los
ejemplos de isbtopos que pueden incorporarse en compuesios de la invencién incluyen
isdtopos de hidrdgeno, carbono, nitrdégeno, oxigeno, fidor, yodo y cloro, tales como 2H,
3H7 11@) 13(’;, M-C5 ‘:5N) 185.'." 123; y 1255,

En este sentido, dentro del alcance de la presente invencién se encueniran las sales
farmacéuticamenie aceptables de dichos compuestos que contienen los isdtopos
mencionados anteriormente y/u otros isdtopos de ofros atomos. Los compuestos
marcados con isdtopos de la presente invencidn, por sjemplo aguéilos en gue se
incorporan isétopos radicactivos fales como *H ¢ M, son utiles en ensayos de
distribucidn de farmacos y/o sustraios en iejidos. Se prefieren particularmente los
isotopos tritio, es decir >H, y carbono-14, es decir, 1*C, por su facilidad de preparacion y
detectabilidad. Los isétopos "'C vy ¥F son particularmente Utiles en PET (fomografia de
emisién de positrones), v los isdtopos ' son particularmente dtiles en SPECT
(tomografia compuierizada de emisién de un solo fotdn), todos dtiles en la formacidn de

imagenes del cerebro. Ademas, la sustitucidn con isdtopos mas pesados iales como
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deuterio, es decir, ?H, puede proporcionar algunas ventajas terapéuticas gue resultan
de la mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, mayor vida media in vivo © menores
requisitos de dosificacion, y por o tanto en algunos casos pueden ser preferidos. Los
compuestos isotdpicamente marcados de formula (1) se pueden preparar generaiments
Hevando a cabo los procedimientos descrifos en los siguientes gjemplos, sustituyendo
un reactive no marcado isotépicamente por un reactive isotdpicamente marcado

faciimente disponible.

Por otro lado, las sales mencionadas anteriormente seran sales fisioldgica vy
farmacéuticamenie aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
descritas por Berge, Bighley y Monkhouse, J. Pharm. Sci, 1977, 68, 1-19. Asi, 1a
expresion “sales farmacéuticamente aceplables” se refiere a sales preparadas a partir
de bases farmacéuticamente aceptables no toxicas incluyendo bases inorganicas vy
bases organicas. Las sales derivadas de bases inorganicas incluyen sales de aluminio,
amonio, calcio, cobre, férricas, ferrosas, de litic, de magnesio, sales mangéanicas,
manganosas, de potasio, de sodin, de cinc y similares. Las sales derivadas de bases
organicas no tdxicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas primarias,
secundarias vy terclarias, aminas sustiluidas incluidas aminas sustituidas naturales,
aminas ciclicas, y resinas de intercambio idnico basicas, tales como argining, betaina,
cafeina, colina, N, N-dibenciletiendiamina, distilamina, 2-dietilaminoetanc!, 2-
dimetilaminostanc!, elanclaming, elilendiaming, N-stil-morfoling, N-etilpiperiding,
glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucaming,
morfolina, piperazing, piperiding, resinas de poliamina, procaina, purinas, techroming,
trietilamina, irimetilamina, ftripropilamina, tromstaming, y similares. Cuando el
compuesto de la presenie invencion es basico, pueden prepararse sales a partir de
acidos no itdxicos farmacéuticamente aceptables, incluyendo &acidos inorganicos vy
organicos. Tales 3acidos incluyen el acido acético, bencenosulfdnico, benzoico,
canforsulfonico, citrico, etanosulfdnico, fumaérico, glucdnico, glutamico, bromhidrico,
clorhidrico, isetidénico, lactico, maleico, malico, mandslico, metanosuifdnico, mucico,
nitrico, pamoico, pantoiénico, fostdrico, succinico, sulfarico, tartarico, p-toluenosulfénico

y similares.

Los ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de
amonio, calcio, magnesio, potasio y sodio, v las formadas a partir de acidos maleico,
fumarico, benzoico, ascdrbico, pamoico, succinico, clorhidrico,  sulfurico,

bismetilensalicilico, metanosulfdnico, etanodisulfénico, propidnico, tartarico, salicilico,
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citrico, ghluctnico, aspartico, estedrico, palmitico, itacdnico, glicdlico, p-aminobenzoico,

glutdmico, bencenosulfonico, ciciohexilsulfamico, fosférico vy nitrico.

Asimismo, los compuestos de formula (1) pueden estar en forma cristalinag como
compuestos libres o como solvates v ambas formas estan dentro del alcance de Ia
presente invencién. Los métodos de solvatacion se conocen generalmente dentro de la
técnica. Los solvalos adecuados son solvatos farmacéuticamente aceptables. En una
realizacidn particular, 105 solvatos son hidratos ¢ bien las moléculas de solvatacion son

moléculas de disolvente, como por gjemplo alcoholes.

Otro aspecto de a invencidon se refiere al uso de los compuestos de fdrmula (§) tal v
como se ha definido anteriormente como reactiveos para el marcaje luminiscente de
rruestras bioldgicas qgue contienen péptidos, proteinas, y/o nanoparticulas, con utilidad

en el desarrollo de biosensores luminiscenies,

En una realizacion preferida, el marcaje de péptidos se selecciona de entre secuencias
peptidicas de substratos de quinasas, concretaments, de enire péptidos de 15

aminoacidos derivados de la proteina fau.

En una realizacion mas preferida, la secuencia peptidica a marcar se selecciona de

entre las gue poseen una unica cisteina.

En una realizacién mas preferida, el marcaje luminiscente de péptidos se selecciona de

entre marcaje en disolucidn o marcaje en fase sdlida.

En una realizacion preferida, el material a marcar luminiscentemente con el reactivo (i)

se selecciona de entre nanoparticulas de poliestireno funcionalizadas con grupos tiol.

En una realizacion mas preferida, 1a coordinacion de las nanoparticulas de poliestireno

con lantanidos y sensibilizacidn de su luminiscencia se realiza “in vitro”.

En una realizacion mas preferida, 1a coordinacion de las nanoparticulas de poliestireno
con lantanidos y sensibilizacidn de su luminiscencia se realiza en células tumorales de

pulmoén AS549, que pueden estar vivas o muertas (fijadas).

Otro aspecto de {a invencidn se refiere a biosensores luminiscentes que comprenden al
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menos un compuesto de formula () tal y como se ha definido anteriormente.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de marcaje luminiscente de
muesiras biolégicas aisladas gue comprende poner en contaclo la muestra bioldgica
con al menos un compuesto de formula () tal v como se ha definido
anteriormente.Cuando el compuesio de férmula (1) no incorpora el lantanido en su

estructura, éste debe ser afadido in situ a fravés de su sal correspondiente.

En la presente invencion el término “slquile” se refiere a radicales de cadenas
hidrocarbonadas, lineales o ramificadas, que fienen de 1 a 8 atomos de carbono,
preferiblemente de 1 a 4, y que se unen al resto de la molécula mediante un enlace
sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, r-propile, Fpropilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-
pentilo, n-hexilo efc. Opcionalmente puede estar sustituido por al menos un sustituyente,
donde los sustituyentes se seleccionan de entre OR', =0, 8R', SOR’, SO:R', NO2, NHR/,
N(R)z, =N-R’, NHCOR', N(COR")2, NHSO,R', NR'C(=NRYNHR', CN, haldégeno, C(O)R/,
COOR', OC{O)R', CONHR', CON(R"),, alquilo {(Ci-Cy) sustituido o no sustituido,
alguenilo (C2-Co) sustituido o no sustituido, alquiniio (C2-Cyp) sustituido o no sustituido,
arilo {(Ce-Cag) sustituido o no sustituido y heterociclo (Cs-Cqs) sustituido o no sustituido,
donde cada grupo R’ es seleccionado independientemente entre H, OH, NO,, NH:z, SH,
CN, haldgeno, O, C(O)H, C(Oalquile, COOH, alquilo (C4-Cs) sustituide ¢ no sustituido,

alquenilo {C,-Cs) sustituido o no sustituido, alquinilo (C-Cs) sustituido o no sustituido.

En la presente invencidn el término “lantanide” se refiere a cualguiera de los elementos
quimicos del pericdo € de la tabla periddica comprendidos entre Ios numeros atdmicos
57 y 71 (Lantano, Cerio, Prasecdimio, Necdimio, Prometio, Samario, Luropio, Gaddlinio,
Terbic, Disprosio, Holmio, Erbio, Tulio, lterbio v Lutecio), preferentemente Europio ¢

Terbio.

En la presente invencién el término “muestra bioldgica” se refiere a materiales tanto de
origen natural como sintdtico gque presentan aclividad bioldgica, comprendiendo
fundamentalmente biomoléculas, tales como por ejemplo péplidos y profeinas,

nanocparticulas y células.

En la presente invencion el término “nanoparticula” se refiere a particulas de diversos

materiales de tamafio inferior a 100 nm.
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En la presente invencidn se entiende “marcaje en disolucion” cuando el material a
marcar esta disuelio en un disclvenie, como por ejemplo diversos tampones acuosos; y
“‘marcaje en fasa solida” cuando e material a marcar se encuentra anclado a una resing

polimérica sdlida.

Alolargo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ¢ pasos. Para
ios experios en la materia, otros objetos, veniajas y caracteristicas de la invencidn se
desprenderan en parte de la descripcion y en parie de ig practica de la invencidn. Los
siguientes ejemplos v figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende

gue sean limitativos de la presents invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Esguema del marcaje luminiscente de péptidos en fase sélida con &l reactivo
de marcaje (3)

FIG. 2. Grafico de luminiscencia de péptidos marcados y no marcados con el fluordforo
(3), en presencia y en ausencia de cationes L.n>.

FIG. 3. Esquema del marcaje luminiscente de nanoparticulas de poliestirenc con NP-
8(Ln%")

FIG. 4. Visualizacidn de celulas A548 con nanoparticulas marcadas con el fluordforo (6)

y coordinadas con cationes Ln®* [NP-8{Ln**}]

EJEMPLOS

A continuacidn, se ilusirard la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesio la efectividad del producto de la invencidn.

Eiempio 1: Sintesis del dcido 8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrociciopental delauinclina-

3-carboxilico (3}

El compuesto acido 8-metoxi-2-0x0-1, 2-dihidrociclopentalde]guinclina-3-carboxilico (3}
se sintetizd a partir de B8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopentaldelquinolina-3-
carboxilato de metiio (1) (Gonzélez-Vera, J. A. et al. Chem. Commun. 2018, 52, 9852)

tal como se indica en el siguiente esquema de reaccidn:
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“OMe DDQ/tolueno NaQOH
e L . =1
refiujo reflujo

Sintesis de 8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrocicliopental delauinolina-3-carboxilato de metilo
(2

A una disolucidn de 8-meloxi-2-oxo-1,2 4, 5-tetrahidrociclopenta[delquinolina-3-

carboxilato de metilo {1) (810 mg, 3,30 mmol} en tolueno (25 mi), se le afiadid 2,3-
dicloro-5,6-diaciano-g-benzoguinona (900 mg, 3,95 mmol} y la mezcla se agit¢ a reflujo
durantie 4 horas. A continuacion, el crudo de reaccién se evapord a sequedad vy se
purificé mediante cromatografia fiash, utilizando gradiente 0-5% de MeOH en CHCl
como eluyente, para obtener el derivado deseado 2 (350 mg, 42%) como un sdlido
rojizo. Pf. 203 °C HPLC-MS (gradiente 30-85% de disolucidn 0,1 % de acido formico en
acetonitrilo en disolucidn 0,1 % de formico en HzO, 10 min) tg = 2.32 min. "H-RMN
(CDCH, 400 MHz) 8. 3,89 (s, 3H), 3,81 (s, 3H), 6,62 (d, 1H, J=7 5Hz),882(d, 1H, J=
55Hz), 6,96(d, 1H, J=7,5Hz), 7,05 (d, 1H, J= 55 Hz), 9,79 (s, 1H). B*C-RMN (CDCl,
100 MHz) &: 52,5, 56,4, 110,8, 118,3, 119,86, 120,1, 1254, 128,3, 131,5, 141,05, 147 8,
162,7, 161,8, 164,7. HRMS (ESH m/z Caled. para CuHuCINOs ([M+HTY): 258,0760,
Encd: 258,0756.

Sintesis dal acido 8-metoxd-2-oxe-1,2-dihidrociciopantal delauinalina-3-carboxilico (3)

Al éster metilico 2 (200 mg, 0.77 mmol}, se le afadié una disolucion de NaOH 2N (5 mi)
y la mezcla se calenté a reflujo durante 30 minutes. A continuacion, se liofilizd v el
residuo se purificd mediante cromatografia flash en fase reversa, usando gradiente 0-
10% de CH3CN en H;O como eluyente, obteniéndo el acido carboxilico deseado 3 (150
mg, 80 %) como un solido naranja-rojize. PR 274 °C. HPLC-MS (gradiente 5-95% de
disolucion 0,1 % de acido formico en acetonitrilo en disolucidn 0,1 % de formico en HxO,
10 min} k= 7.93 min. ' H-RMN (D0, 400 MHz) &: 3,78 (s, 3H), 6,59 (d, 1H, J= 5,5 Hz),
8,62 (d, 1H, J=7,5Hz),8,98 (d, 1H, J=55Hz)}, 8,88 (d, 1H, J=7 5 Hz).*C-RMN (D0,
100 MHz) &: 55,8, 109,5, 118,0, 119,1, 120,0, 1244, 128,0, 130,7, 137,0, 1441, 150,0,
186,2, 174,0. HRMS (ES!) m/z Calcd. para CisHoNOs (IM+H]"): 244,0804, Encd:
244 0804,
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Elemplo 2. Sintesis del éacido 22 2"-{10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1.2-dihidro-

ciclopentaldelquinoclina-3-carboxamidoletii}-1,4,7 10-tetraazaciclododecanc-
1.4.7-triil}-triacético (6)

El acido 2,2',2"-(10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1, 2-dihidro-ciclopenta[de]quinolina-3-
carboxamido)etil}-1,4,7 10-tetraazaciclododecanc-1,4,7-triil)-triacético {8} se sintetizé a
partir del derivado de DO3A 2,2,2"-(10-(2-aminoetil}-1,4,7, 10-tetraazaciclododecanc-
1.4, 7-triilitriacetato de tri-ferc-butiic (4) (de la Reberdiere, A. ef gl Tetrahedron Letters

2012, 53, 6115) y del acido 3 tal como se indica en el siguiente esguema de reaccion:

Sintesis de 2.2' 2"-(10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrociclopental del-quinolina-3-

carboxa-midgletin-1.4.7 10-letraazaciclododecang-1.4, 7-triibiriaceiato de tri-ferc-butilo
{5

A una disclucion de ia ciclopentaquindlincna (3) (70 mg, 0,28 mmol) vy del derivado de
DO3A (4) (176 mg, 0,31 mmol) en DMF (10 mi), sele afadid HBTU (130 mg, 0,35 mmol},
HOBL (53 mg, 0,35 mmol) y DIPEA (80 uL, 0,35 mmol). La mezcla se agiié en atmosfera

de argdn durante 16 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla se evapord a seguedad
y el residuc se purificd mediante cromatografia flash, usando gradiente 0-5 % de Me(OH
en CH.Ch como eluyente, obteniendo e derivade deseade (8) (120 mg, 53 %) como

sirupe naranja. HPLC-MS (gradiente 5-95% de disclucidn 0,1 % de acido férmico en
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acetonitrilo en disolucidén 0,1 % de férmico en HyO, 10 min) &k = 7,32 min. "H-RMN
HCDL)CO, 400 MHz] 8. 1,31 (s, 27H), 1,32~ 1,39y 1,87 ~ 1,85 (2m, 20H), 2,41 (s, 2H)},
3,22 - 3,28 (m, 2H), 3,43 - 3,53 (m, 2H), 3,86 (s, 3H), 8,82 (d, 1H, J= 7,5 Hz), 7,07 (d,
iH, J=7,8Hz), 7,11 ({4, 1H, J=55Hz), 7,55 (d, 1H, J=55Hz}, 10,03 ({, 1H, /=86
Hz, ). PC-RMN [{CD4)CO, 125 MHz] 6: 28,2, 29,4, 30,2, 366,43 4, 554, 56,8, 82,7, 82,7,
142,1, 18,6, 119,8, 121,2, 125,68, 128,3, 132,3, 141,4, 148,7, 1544, 1648, 164,90, 1650
y 174,0.

Sintesis del acido 2.2 2"-(10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1.2-dihidro-ciclopental delguinoling-3-

carboxamidoistil-1.4.7 10-tetraazaciclododecane-1.4, 7 -triiliiriacetico (8)

Una disolucidn del éster ferc-butilico (8) (40 mg, 0.05 mmol} en TFA (2 mi), se agitd a
temperaiura ambiente bajo atmosfera de argdn durante 1,5 horas. A continuacidn, se
evapord of TFA y el residuc se purificd por HPLC-semipreparativa en una columna
SunFire Prep C18 OBD de 5 um (19x150 mm}, obteniendo el compuesto deseado (8) (8
mg, 25 %) como un sélido naranja claro. HPLC-MS (gradiente 2-30% de disolucidn 0,1
% de acido férmico en acetonitrilo en disolucion 0,1 % de formico en HO, 10 min) k =
8,80 min. "H-NMR (D20, 500 MHz) &: 2,89 - 3,37 (m, 16H), 3,39 — 3,48 (m, 4H), 3,48 (s,
2H), 3,63 (5, 3H), 365 - 3,71 (m, 4H), 6,33 (d, 1H, J= 7,5 Hz), 6,60 (d, 1H, J= 5 Hz},
6,064 (d, 1H, J=75Hz), 6,73 (d, TH, J= 5 Hz). PC-RMN [{CD:):CO, 125 MHz] 6. 352,
458, 47,7, 48,3, 50,4, 51,1, 54,2, 55,9, 58,3, 111,0, 115,8, 117.5, 121,68, 123,0, 1260,
130,1, 1413, 1475, 153,0, 163,53, 165,5, 169,7. HRMS (ES!): Caled. para CaiHesNsOg
{(IM+H]"): 783,4651, Encd: 783 4664,

Eilemplo 3: Sintesis de 22 2"-{10-{2-{8-metoxi-2-ox0-1.2-dihidrociclopenta-

[delguinolina-3-carboxamideletill-1,4.7. 10-tetraazaciclododacano-1.4,7-

triilitriacetate de europio (1 {7}

O
illll !il!i‘:m
}'\./’Z :::
&=
5\/
S
O

O
O

Ome (6)

A una disdlucion del acido (8) en H,O (310 yl, 10 mmol), se le anadio una disolucion de
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EuClaen HO (310 i, 50 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16
horas, obteniendo una disolucion 5 mM de la sal de Eu(ill) deseada (7), que fue utilizada
tal cual para el marcaje de muestras de interés con la luminiscencia de este cation.
HPLC-MS (gradiente 5-55% de disolucion 0,1 % de acido formico en acelonitrilo en
disolucion 0,1 % de férmico en HxO, 10 min} &k = 5,38 min. HRMS (ES): Caled. para
CarHazNeOs (M+HT"): 783,4651, Encd: 783,4660.

Ejemplo 4: Marcaie luminiscente en disolucién de péptidos con el compuesto (3}

Los péplidos ulilizados en este estudio fueron derivados de la proteina Tau (Wada, Y.
et al. J. Biochem. 1998, 124, 738), que incorporan un unico residuo de cisteina. Se
sintetizaron mediante sintesis en fase solida y después de aislarlos y purificarios, se
disolvieron entampoén Hepes a pH 7,4 v se marcaron en residuo de cisteina por reaccion
con el compuesto (3) en exceso {de 5-10 veces), durante 16h a 4 °C. Posteriormente, el
exceso de aniena se elimind por purificacion en columnas NAP-5 {GE Healthcare;
rendimients 100% por HPLC-MS analitico} v los péptidos marcados resuitantes se
coordinaron con e correspendients lantanido tras adicion in situ de la respectiva sal de
tantanido (ThCly, EuCls, Sc{OTh,, Y(OTH; o La{OTh)s) en exceso (de 5-100 veces) a 25
°C en buffer Hepes a pH 7 4.

Eiemplo 5: Marcaie luminiscente en fase sélida de péptidos con el compuesto {3}

Al igual que en el Ejemplo 4, los péptidos utilizados en este estudio fusron derivados de
la proteina Tau (Wada, Y. efal. J. Biochem. 1888, 124, 738), incorporan un unico residuo
de cisteina y se sintetizaron en fase sdlida. Tal como se muesira de forma simplificada
en la Figura 1, estos péptidos unidos a la resina (PAL-PEG, 50 mg, 0,0085 mmol, 1
equiv.), que incorporaba el residuo de cisteina protegido como Cys(Mmi), 1abil en medio
acido, se hincharon con CHXCly (8 min) y DMF (5 min). El grupo protector Mimt se elimind
por fratamiento con TFA al 1%, triisopropilsilanc (TIS) al 5% en CH2CL bajo atmésfera
de Ny {4 x 20 min o hasta que la mayor parte del color amarillo debido al cation Mmt
desaparecio). A continuacion, la resina se somelid a un lavado riguroso con CHCh (5
X}y DMF (530, se le afadid DIEA (0,0475 mmol, 5 equiv.) en DMF anhidra (200 ul v la
mezcla resultanie se agitd durante 2-3 min a 25 °C. Seguidamente se anadid el
compuesto (3) (17 mg, 0,0285 mmol, 3 sgquiv.) a la resing en DMF anhidra (150 ul) v
fras 12 horas agifando a temperatura ambienie, [a resina se filtrd para eliminar los

reactivos en exceso y se lavd con DMF, CHCl, MeOH, CHCl (5 x cada uno). Ei
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desanclaie del péplido de la resina y eliminacién de los grupos protectores se llevd a
cabo por tratamiento de los péptidos unidos a la resina con TRFA/EDT/HO/MIS
(94:2,5:2,5:1% v/v). La disolucidn resultante se concentré bajo una corrienta de Ny v se
precipité mediante la adicidon de ELO frio. El sedimento se triturd con ELO fric (3 x), se
redisclvié en agua, se fillrd y se liofilizé. Los péplidos se purificaron mediante HPLC-MS
de fase reversa semipreparativa. Los péptidos marcados resuliantes se coordinaron con
el correspondiente lantdnido tras adicion /n silu de la respectiva sal (TbCls, EuCls,
Sc(OTHs, Y{OTHs o La(OT1s) en exceso {de 5-100 veces) a 25 °C en buffer Hepes a pH
7.4. La coordinacién con ThCl: dio lugar a un incremento de luminiscencia de 12.100
veces, mientras que la coordinacion con EuCly dio lugar a un incremento de

luminiscencia de 68.000 veces (Figura 2).

Ejempio 6: Coordinacién del compuesto {6} con diversos lantanidos

A una disolucién del compuesto (8) (2,3 mg, 0,003 mmob) en 300 ul de buffer Hepes 50
mM, pH 7.4, NaCl 500 mM, se le afadieron 300 pl de la correspondiente sal del
tantanide (ThCls, EuCls, Sc{OTf,, Y(OTH: o La{OTHs (disclucidn 40 mM en HCI 1 mMj},
la disolucion resultante se diluyd hasta 1 mbL en HyO vy, posteriormente, la mezcla se
agité durante 18h a 4 °C. El complejo resultante [8-{Ln*")] (rendimiento 100% por HPLC-
MG analitico} se usd en ia siguiente etapa de marcaje sin purificacion adicional (Figura
3).

Eiempio 7: Marcaie de nanoparticulas con los compleios [6-{L_n®"1

Tal como se muestra en la Figura 8, nanoparticulas de poliestirenc funcionalizadas con
grupos tiol se marcaron por reaccidn con complejos [8-(Ln*)] en exceso (5-10
gquivalentes) durante toda la noche a 4-37 °C en buffer Hepes a pH 7.4, Los reactivos
en exceso se eliminaron mediante diversos ciclos de centrifugacion vy 1a eficacia del
marcaje se evalud por citomeltria de flujo acoplada a especirometria de masas CyTOF.
Como control negative se emplearon nanoparticulas marcadas con (8) y sin lantanido.
Finalmente, las nanoparticulas luminiscentes resultantes (NP-8-(Ln*")]) se usaron para
su visualizacidn en células tumorales de pulmon A548 {ca. 5000 NPs por célula, Figura
43,
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula ().

(f)
o cualguiera de sus sales o solvatos farmacéuticaments aceptables,
donde R' se selecciona de entre H, -OR2, y -NR*R?, siendo R?2, R® y R* seleccionados
independientemente de entre H, v alquilo{C+-Cs) opcionalmente sustituido;
y
X se selecciona de enire los grupos ~-COzR®, -PO(OH),, -POHRS, -SO:R%, -BONHR?,
-CONHRS, -PO{OHYNHR?®, v -PO(NHR?);, donde R® se selecciona de entre H, alquilo(Cy-

Cs), la estructura (A) v la estructura (A");

Q
r‘COQH /\‘Q
N (N 7
LS NE NS
~CHgm N ) OO —(CHIM £ N

x
N
<
Q
Ve

(A) (A7)
donde m se selecciona de entre 2, 3y 4, y L es un lantanido, qgue preferiblemente se
selecciona de entre La®, Ce¥, Pr¥ Nd®, Pm®, Sm¥, Eud, Gd®, Th*, Dy®, Ho?, k¥,

T, Yh* vy Lu®,

2. Compuesto segun la reivindicacidn 1, donde R es -OR? y R? es un alquiio(C4-Ca).

3. Compuesto segin la reivindicacion anterior donde R es -OMe.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde X es ~-C(O;R5,

-PO(OH)z 0 -503H.
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Compuesto segun la reivindicacion anterior donde X es ~-COH.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde X es ~-CONHR?®
siendo R® un grupo de estructura (A) o (&) , donde m se seleccicnade entre 2, 3y
4.

Compueste segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde X es
-PO{OHINHRS siendo R® un grupo de estructura (A) o (A", donde m se selecciona
deentre 2, 3y 4.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7 donde m es 2.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7 donde Ln™ es La>, Euw”,
o Tb*.

Compuesto segun la reivinicacién 1 donde el compuesto de formula (1) es:
- acido 8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrociclopenta[delquinolina-3-carboxilico; o
- acido 2,2',2"-(10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1, 2-dihidro-ciclopenta[delquinolina-3-

carboxarmido)etil)-1,4,7 10-letraazaciciododecano-1,4, 7-tril)-triacético.

Uso de los compuestos de formula (1) segun las relvindicaciones 1 a 10 como

reactivos para &l marcaje luminiscente de muestras bicldgicas.

Uso segun la reivindicacion 11 donde las muestras biologicas continenen péptidos,

proteinas, y/o nanoparticulas.

Uso segun la relvindicacion anterior donde el péptido se selecciona de entre
secuencias peptidicas de substratos de quinasas y/o péptides de 15 aminoacidos

derivados de la proteina tau.

Uso segun la reivindicacion anterior donde la secuencia peptidica se selecciona de

entre las que poseen una unica cisieina.

Uso segun cualguiera de las reivindicaciones 11 a 14 donde el marcaje se realiza

en disolucidn o en fase sdiida,
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16. Biosensores luminiscenties gue comprenden al menos un compuesto de fdrmula ()

sequn cualguiera de las reivinicaciones 1 a 10.

17. Procedimiento de marcaje luminiscente de muestras bioldgicas aisladas que
5 comprende poner en contacto dicha musastra bioldgica con al menos un compuasto

de formula (1) segun cualquiera de las reivinicaciones 1 a 10.

18. Procedimiento de marcaje sequn la reivindicacidn anterior donde el lantanido se
afade in situ a través de su sal correspondiente.
10
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FIG. 3

FIG. 4
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