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DESCRIPCION

Compuesios vV sus usos como sondas flucrescentes

La presenie invencion se refiere a unos compuestos basados en derivados de F-
BODIPY y carnitina como colorantes organicos. Ademas se refiere a su procedimiento
de obtencién y su aplicacién para e etiguetado fluorescente especifico de
mitocondrias en células vivas. For tanto, la invencion se englioba en el campo de las

sondas fluorescentes para marcaje bioldgico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las mitocondrias son los organulos presenies en casi todas las células eucariotas
encargados de la produccion de energia en forma de ATP a través de ia respiracion
celular. Ademas, estan involucradas en el metabolismo de grupos hemo, 1a homestasis
del caicio, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la inflamacion, la
proliferacion celilar v la apoplosis, cumpliendo asi un papel esencial en la
supervivencia de la célula. Estos organulos contienen ademas su propio ADN
mitocondrial (MtADN), que es independiente del ADN del nicleo celular. El conjunto de
mitocondrias de la célula {condrioma celular} fiene un caracter dindmico que estd
regulado por complejos mecanismos de comunicacion celular, tanto a nivel infra- como
exiracelular, para responder a las variaciones en las demandas energéticas de la
célula mediante procesos de fusitn, fision, autofagia (mitofagia}l v biogénesis
mitocondrial. El dafic o desregulacion de estos mecanismos esta implicade en
numerosos procesos pafoldgicos, bien directamente, como en las enfermedades
genéticas  mitocondriales, o de forma secundaria en  enfermedades
neurcdegenerativas, inflamalorias, cardiovasculares y en algunos sindromes
metabolicos (Suliman, H. B.; Piantadosi, C. A. Fharmacol. Rev. 2016, 68, 20). Se
conoce desde hace tiempo gue existe ademas una relacion enfre los cambios en el
condrioma celular vy los procesos de envejecimiento, bien como causa o como efecto
(Harman, D. J Geronio! 1856, 11, 298; Balaban, R. 5., Nemoto, 8.; Finkel, T. Ce/f
2085, 120, 483). Esludios recientes estan empezando a demosirar que el metabolismo
ritocondrial puede ser también una diana terapéutica importante para el tratamienio
del cancer (Weinberg, 8. E.; Chandel, N. 5. Nat. Chem. Biol. 2015, 11, 9).
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Aungue se han dedicado grandes esfuerzos al estudio de la biologia de las
mitocondrias, estamos todavia lejos de conocer en detalle muchas de sus funciones v
actividades basicas. El desarrolio de nuevas tecnologias gue faciliten este estudio es
esencial para poder desentrafar el complejo papsl que juegan estos organulos en el
metabolismo celular v sus efectos sobre el envejecimienio v ef desarrolio v posible
fratamienio de muchas enfermedades. En comparacion con las {écnicas analiticas
fradicionales, como los ensayos colorimétricos, las sondas fluorescenies (Li, X.; Gao,
X.; 8hi, W.; Ma, H. Chem. Rev. 2014, 114, 530) son actuaimente las herramientas
moleculares mas eficientes y versaliles para el esludic de los sistemas biologicos
gracias a su gran sensibilidad, selectividad y Tacilidad de uso, proporcionando una
informacion muy variada en tiempo real v de forma no destructiva. Para su uso en
microscopia de células vivas, una sonda fluorescente debe de cumplir ideaimente una
serie de requisitos basicos: 1) alta luminiscencia {(altc rendimiento cuantico) en medic
acuoso al ser iluminada en el rango visible-infrarrojo cercano; 2) alta especificidad v
afinidad por su estructura celular ¢ biomolécula objetive; 3} elevada estabilidad
guimica vy fotloestabilidad en el medio celular, 4) capacidad para penelrar en la célulg;

5) buena solubilidad en agua; y 6) baja o nula loxicidad.

Aunque se conocen actualmente una gran varisdad de sondas fluorescentes para la
visualizacidn especifica de mitocondrias, algunas de elias disponibles comercialimente
como por egjemplo etil éster de tetrametirodamina (TMRE), voduro de 3,3-
dihexiloxacarbocianina (CiOCE(3)), MitoTracker® rojo o MiloTracker® verde, ninguna
cumple con todos los reguerimientos mencionados (Xu, Z.; Xu, L. Chem. Commun.
2016, 52, 1094).

Una caracteristica comun de todas estas sondas es la presencia de un grupo catidnico
{amonic o fosfonio) gue promueve su incorporacion a la mitocondria gracias al elevado
gradiente de potencial negativo caracteristico de este organulo. Ademas, todos ellos
esian basados en estruciuras de Xanienos o cianinas como grupo cromofdrico, ambos
incorporando  aminas en su  esqueleto, o que reduce significativamenie su
fotoestabilidad, especialmente en condiciones draslicas de bombeo como las
implicadas en microscopia de alta resclucion (Alvarez, M., Amat, F., Coslela,
A Garcia-Moreno, 1., Gomez, C., Liras, M., Sastre, R. Appl. Phys. 8. 2005, 80, 993;
Cerdan, i, Enciso, E, Mariin, V., Bafiuelos, J., Lopez Arbeloa, |.; Costela, A., Garcia-
Moreno, . Naiure Photonics, 2012, €, 621).
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Por tanto, es de gran inferés el desarrollo de nuevas sondas fluorescenies como
marcadores especificos de mitocondrias en celula viva gue puedan superar las
limitaciones que presentan los sistemas actualmente comercializados para esta

aplicacion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién describe unas nuevas sondas flucrescentes como marcadores
especificos de mitocondrias en ¢éiula viva basadas en compuesio gue comprende una
unidad F-BOBIPFY como grupo fluoroforo y una unidad L-carnitina como grupo
localizador, cuyoe sistema supera las limilaciones que presentan los sistemas
actuaimente comercializados para esta aplicacion. Ambas unidades se han unido a
fravés del atomo de boro del fluordforo, 1o que simplifica enormemente ia estructura
final y el procedimiento de sintesis. Al usar directamente un F-BODIPY como producto
de partida, ol mélodo tiene caracler general v puede proporcionar otras sondas
similares con frecuencias de absorcion vy emision sintonizables a lo largo del especiro

visible dependiendo solo del F-BODPY empileado.

Los ensayos de lincidn de células vivas humanas de origen tumoral con l0s nuevos
marcadores fluorescenies han mostrado la selsclividad por mitocondrias demostrada
con ensayos de co-tincion con MitoTracker® rojo comercial. La eficiencia vy selectividad
del marcaje es independients del patrdn de sustitucidn en el cromoforo asi como de la
linea celular ensavada. Las nuevas sondas muestran propiedades interesantes con
respecto al MiloTracker® rojo comercial. En primer lugar, el MitoTracker® rojo parece
concenirarse en los bordes de la mitocondria, mientras que la tincidn con las nuevas
sondas se localiza preferentemente en su interior (la matriz mitocondrial}. Ademas, la
intensidad de la lincidn con las nuevas sondas aumenta progresivamente con &l
tiempo de incubacién de las células, mieniras gue el colorante comercial aparenta tefiir
eslos organulos de forma casi instantanea. Eslas caracteristicas estan revelando, en
el caso de las nuevas sondas y a diferencia del marcador comercial, la intervencion de

un mecanismo de transporte aclive de las mismas hacia el interior de la milocondria.

La metodologia descrita en la presente invencidn proporciona un nuevo vy eficaz

protocolo de sintesis para el desarrollo de nuevoes colorantes con propiedades
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avanzadas para ser aplicados como biomarcadores selectivos, estables, eficaces v

baraios.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un compuesio de

formula general (1) (a partir de ahora compuesto de la invencion):

Rg Ry

Rg \ RZ
N N
\B/ m
o So
R
R 3
"
O
HaC CHy
CHa
{1

donde:

Z se selecciona de entre un atomo de nitrdgeno (N) o un grupo C(Ry);

Ry a Ry se seleccionan cada uno independientemente entre hidrdgeno, alguilo C-Cyg
sustituido ¢ no sustituide, alguenilo C-Cyg sustituide ¢ no sustituide, alguinilo Co-Cg
sustituido o no sustituido, ariio sustiluido o no sustituido, heteroarilo sustituido © no
sustituido  haldogeno, -OR’, -COOR’, -8R, -50R’, -SO0OR" v -NR'R™"; 0 cada dos
radicales Ry a Ry, continuos entre si como porgjemplo Ry v Ry, Ro vy Ry Ry Rs o Rs v
Rs forman un cicleoalquile, arile ¢ heteroariio;

R’ v R” se seleccionan cada uno independientemente entre hidrogeno, alquilo Cy~Cys,
alquenilo Co-Cqg, alquinilo Co-Cyg, arilo ¢ heleroarilo) v

X &8 un coniraion,

o cualquiera de sus isGmeros.

En una realizacion preferida, Z es C(Ry) v el compuesto seria el siguiente compuesio
de formula (i)
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(1)
donde Ry a Ryy X son los definidos anteriormente.

El término “alguilo” se refiere, en la presente invencion, a cadenas hidrocarbonadas
saluradas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 18 adtomos de carbono, por
egjemplo, metilo, etilo, n-propiio, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butile, n-pentilo, n-
hexilo, ete. Preferiblementie el grupo alquilo tiene entre 1 v 6 atomos de carbono. Los
grupos alquilo pueden estar opcionalmenie sustituidos por uno o mas sustituyenies
tales como alguinilo, alquenilo, halo, hidroxile, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo,

acilo, alcoxicarbonilo, aming, nitro ¢ mercapto.

El iérmino "alguenilo” se refiere, en la presente invencion, a cadenas hidrocarbonadas
insaturadas, lineales o ramificadas, que lienen de 2 a 18 atomos de carbono,
preferiblemente de 2 a 6, y que contienen uno 0 mas enlaces carbono-carbono dobles
y que opcionalmente puede contener algin enlace friple, por gjemplo, vinilo, 1-
propenilo, alilo, isoprenilo, Z-butenilo, 1,3-buiadienilo, etc. Los radicales alguenilos
pueden ssiar opcionalments sustituidos por uno o mas sustiuyentes tales como
alquilo, alquiniio, halo, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo,

alcoxicarbonilo, amino, nitro o mercapto.

El término “alquinilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales ¢
ramificadas, de 2 a 18 atomos de carbono, preferiblemente de 2 a 8, y que contienen
al menos uno o mas enlaces carbono-carbono triples v gue opcionalmente puede

contener algtn enlace doble, por ejemplo, stilino, propinilo, butinilo, etc. Los radicales

6



10

20

25

30

ES 2 695 754 Al

alquiniios pueden estar opcionalmente sustituidos por uno © mas sustituyentes tales
como alguilo, alquenilo, halo, hidroxilo, alcoxiio, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo,

alcoxicarbonilo, aming, nitro ¢ mercapto.

El término “arile”, se refiere, en la presente invencidn, a anillos aromaticos, sencillos ¢
miltiples, que tienen enfre 5 a 18 adtomos de carbono en la parte del anilio, tales como
pero sin limitarse a, fenilo, nattilo, difenilo, indenilo, fenantrilo, fluorenilo ¢ antracilo.
Freferiblemente el grupo arilo tiene de § a 7 atomos de carbono y mas preferiblemente
el grupo arilo es un fenilo. Los radicales arilo pusden estar opcionalmente sustituidos
en cualguiera de sus posiciones por uno ¢ mas sustituyentes o dos sustituyenies
formando un ciclo condensado al arilo y se seleccionan independientemente entre
tales como alquiio, alquenilo, alguinilc, C-alquilo, G, haiégeno, hidroxilo, amino o dcido
carboxilico. En una realizacion preferida el arilo es un fenilo opcionalmenie sustituido y
mas preferiblemente un fenilo opcionaimente sustifuido por mas de un grupo alquilo,

fal como se ha definido anteriormente.

El término “heteroarilc” se refiere a un arilo, como se ha definido anteriormente, que
contiene al menos un atomo distinio de carbong, tales como S, N, & O, formando parie

del anillo aromatico.

Por “cicloalguilo” se refiere la presente invencion a un radical estable monociclico o
biciclico de 3 a 10 miembros, que estd saturado o parciaimenie saturado, y que
consiste en atomos de carbono e hidrégeno, tal como ciclopentilo, ciclohexilo ©
adamantilo. Los radicales cicloalguilo pueden estar opcionalmente sustituidos en
cualquiera de sus posiciones por uno o mas susliluyentes o dos sustiluyenies
formando un ciclo condensado al cicloalguilo v se seleccionan independientemente
entre tales como alguilo, alguenilo, alguinilo, C-alguilo, C, haldgeno, hidroxilo, amino ©

acido carboxilico.

Por “haldgeng” se entiende en la presente invencién a un alomo de bromo, cloro, yodo

o fltor.

En otra realizacion preferida, Ry es un arilo opcionaimente sustiiuido, mas
preferiblemente Ry es un fenilo opcionalmente sustituido y mas preferiblemente fenilo

sustituido por alguilo C+Cs, alin mas praferiblemente es un trimetilfenilo.

7
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En otra realizacién preferida, R, y/o Ry son hidrdgenc o alguilo C,-Ce, mas
preferiblemente hidroégeno o metile vy atin mas preferiblemente son hidrégeno. En una

realizacion atn mas preferida R, v Rs son hidrogeno.

En otra realizacion preferida, Ry, Rs, Ry v Rg son cada uno independieniements
hidrogeno o alquilo C4-Cs, mas preferiblemente Ry, Rs, Ry v Rs son cada uno
independientements hidrégeno ¢ metilo. Mas preferiblemente Ry, Rs, Ry v R son

hidrogeno o metiio.

El contraidn (X7) es cualquier anidn farmacéuticamente aceptable conocido por un
gxperto en la materia vy preferiblemente se puede seleccionar de la lista que
comprende CI, Br, I', F, SO, BF, PFS, HSO4, (804 i CFaS04, Cly, vy BF,, mas
preferiblemente X se puede seleccionar de entre un halogenuro que se puesde
seleccionar de entre CI, Br, I, F; SO,, BFy, PF,, HSQ, v (80, )y, Mas

preferiblemente X es un halogenuro, atin mas preferiblements CI.

Por “isdmero” se refiere en la presente invencion también a cualquier mezola racémica.

En una rezlizacion atn mas preferida, el compuesto de la invencion se selecciona de

enira;

Otro aspecto de la presenie invencion se refiere a un procedimienio para la obtencion
de un compuesto de la invencidén que comprande la reaccidn entre un compuesto de

formula (1) v carnitina:
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OH

M

(Hi} )

donde Z, Ry a Ry X son los definidos antericrmente.

En unz reglizacidn preferida del procedimienio de la invencion, carnitina puede
seleccionarse entre  L-carnilina, D-camiting v mezcla racémica Dfi-camiting,

prefariblemente es L-carmitina.

La reaccion descrita se puede Hevar a cabo en presencia de un exceso de reactivo,
donde este reactivo se puede seleccionar enire cloruro de trimetilsililo {TMSCH, BCl,,
BBrs, AICl;, AlBrs, SnCl;, SnBry, SiClL, SiBry, triflucrometiimetanosuifonato de
trimetilsilito  (MeSIOTT), tifluorometilmetanosulfonato  de  frietiisililo  (ELSIOTH vy
irifluorometiimetanosulfonaio  de  trilsopropilsiliic (F-PrSIOTH.  Preferibemente Iz
reaccion se lleva a cabo en presencia de exceso de cloruro de trimetiisililo,

aproximadamente entre 20-50 mol-equiv.

En olra realizacidn preferida del procedimiento de la invencion la reaccidn se lleva a
cabo en un disolvente polar aprético capaces de disolver la carnitina. El disolvenie se
puede seleccionar de entre acetonitrilo, dimetiformamida, dimetilacetamida, N-
meatilpirrolidona, sulfolane, o mezclas de esie disclvente polar aprélice con ofros
disolvenies aproticos menos polares, como por gjgmplo, sin limitarse a diclorometano,
1,2-dicloetano, letrahidrofuranc, 2Z-methyl  tetrahidrofurano, 1.4-dioxano, 1,2-
diclorgbenceno, acetato de slilo 0 acstona. En una realizacion preferida el disolvente

es acetonitrilo.

Por otro lado, 1a solubilidad de la camitina en disolventes organicos se puede mejorar

cambiando el anién de la sal a los siguientes aniones: BF,, PFs, BPhy, p-

)
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toluensulfonato, mesilato, triflucrometanocsulfonalo, acelalo, benzoealo, tricloroacetalo o

trifluoroacetato.

En ofra realizacion de la presente invencitn el procedimienio se lleva a cabo a una
temperatura de entre 50-150 °C, en una realizacion preferida las reaccién se lleva a

cabo en condiciones térmicas mediante irradiacion por microondas.

En una realizacion preferida, el procedimiento de invencion se leva a cabo en
presencia de un exceso de cloruro de trimetilsiliic en acetonitrilo v en condiciones

térmicas mediante irradiacion por microondas.

Posteriormente a la reaccién el compuesic oblenide de formula (1) se puede
recrisializar o purificar cromatograficamente, después de evaporar la mezcla de

reaccion a presién reducida.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del compuesio de la invencion
como marcador o sonda fluorescente. Mas preferiblemente para el marcaje celular v
aun mas preferiblemenie para el marcaje celular especifico de mitocondrias, mas
preferiblemente de células vivas, y aln mas preferiblements en células vivas de
mamiferos, preferiblemente humanas. Las células a marcar seran preferiblements

célutas de origen tumoral.

Otro aspecto de la presenie invencion se refiere al uso del compuesio de la invencion,
para la fabricacién de marcadores para el diagnéstico de enfermsdades
mitocondriales. Estas enfermedades se pusden seleccionar de enire deficiencia en
iranslocasa carnilina-acilcamilina, descompensacion metabdlica en la  infancia,
cardiomiopatia en la nifiez, fatigabilidad en la edad adulla, ftrastomos en el
meiabolismo y iransporte de camitina, ademas de enfermedades como cancer,
diabetes tipo-2, enfermedades neurolagicas, como por ejemplo e Parkinson y

enfermedades cardiovasculares, como por gjlemplo aleroesclerosis.

A o largo de la descripcion vy las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
varianies no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los experios en la materia, otros objetos, ventajas v caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parie de la descripcion vy en parie de la praciica de la

invencitn. Los siguientes ejemplos v figuras se proporcionan a modo de iustracidn, v
10
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no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Marcaje de células SCC38 in vivo con el compuesto 4 a diferentes

concentraciones (50, 100 v 500 nM). Barra de escala: 10 ym

Fig. 2. Esludios de citomelria de flujo en células marcadas con el compuesto 4 vy
MitoTracker® rojo de las lineas SCC38 v Hela. Histogramas en los gue se represenia
la intensidad del marcaje frente al niimero de eventos, para cada uno de los tiempos
de tincidon (5, 15 v 30 min) v &l control {Ctrl), para las células SCC38 y Hela, vy para

cada uno de los dos marcadores.

EJEMPLOS

A continuacion se Hlustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores donde se describe la obtencidn de unas sondas fluorescenies de la
invencion, asi como su evaluacion como marcadores de mitocondrias en células vivas
de origen tumoral, gue pone de manifiesto la efectividad del compuesto de la invencion
mediante el seguimienio de su actividad tanto por microscopia confocal de

fluorescencia como por citometria de fiujo.
A. SINTESIS DE LOS COMPUESTOS 3y 4
El método general para la preparacion de eslas sondas flucrescentes derivadas de L-

carnitina se basa en la funcionalizacidon racional de la molécula objetivo que se

muestra en forma genérica en el esquema 1:

11



o

10

15

20

25

ES 2 695 754 Al

cl . oH
>?‘f\//““\/c’02H

o

TMSCI (20 mol-equiv),
MeCN, 120 °C (MW

3, R = H (63%)
4, A = Me (88%)

Esquema 1.- Sintesis de dos sondas BODRIPY-carnitina (compuestos 3 y 4).

Mediante esta sintesis la carnitina se une directamenie al atomo de boro del F-
BODIPY en forma de B-espirc-derivado a fravés de los grupos hidroxilo v carboxilo
para generar el correspondiente derivado O-BOBIPY. De esta forma, se simpilifica el
proceso de sintesis al evitar procesos de funcionalizacion previa del fluordforo o la
infroduccion de coneclores, reduciendo con ello el tamadio v complejidad de la sonda
final al minimo posible. Aunque se conoccen varios mélodos de sintesis de O-BODIPYs
a partir de los correspondientes F-BODIPYs en la presente invencion se ensaya el
descrito en Manzano, H. el al., Adv. Funct. Mater. 2016, 26, 2756.

Todos los reactivos utilizados en la preparacion de los compuesios anlericres son
comerciales o se prepararon siguiendo métodos previamente descritos en la literatura.
Los disolventes anhidros se trataron mediante las (écnicas habituales de secado o con
un sistema de purificacion de disolventes PureSol modelo 400-3-MD para el secado de
los siguientes disolventes (THF, CH.Cl, MeCN, iolueno, éter distilico v DMF) v se
usaron en la reaccion inmediatamente. Las reacciones con irradiacion de microondas
(MW) se llevaron a cabo en un tubo cerrado en un reactor de microondas focalizadas
CEM Discover o Anion Parr Monowave 300, usando tubos estandar de Pyrex de 10
ml de capacidad cerrados con un tapdn con septum. Todos los experimentos se
Hevaron a cabo a una polencia maxima de 360 W vy una presion maxima de 20 bares.
£l seguimiento de las reacciones se llevé a cabo mediante cromatografia en capa fina
(CCF) empleando cromatofolios de gel de silice tipo 80 F254 (230-400 mesh) con
soporte de alumine v un espesor de capa de 0,2 mm (Merck). Las placas de CCF se

visualizaron bajo una lampara de UV 254/365 nm.
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Compuesto 3. A una suspension de hidrocloruro de L-carnitina (20 mg, 0,100 mmol)
en MeCN anhidro (5 mL) en un vial de microondas de 10 mbL con barra agitadora se
afiadié el compuesto 1 {Nepomnyashchii, A. B.; et al., J. Am. Chem. Soc. 2011, 133,
8633 {30 mg, 0,097 mmol) y cloruro de trimedtilsililo (TMSCH (401 pL, 3,87 mmol). La
reaccidn se calenté con ¢ siguiente gradiente de temperatura en un reactor de
micreondas focalizadas: 25-80 °C en 30 minutes, 80-100 °C en 5 minutos, 100 °C
durante 30 minutos, 100-120 °C en 10 minutos, 120 °C durante 30 minutos y 120-150
°C en 1 hora. La mezcla de reaccion se evapord a presion reducida v el crudo de
reaccion se disolvio en la minima cantidad de CHLCL v se re-precipité afadiendo fere-
butll metil éter, para dar el compuesto 3 (26,5 mg, 63%) como un sdlido rojo con

flucrescencia verde en disolucion.

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): 5 = 8.14 (s, 1H, C5H), 7.83 (s, 1H, C3H), 8.95 (s, 2H,
C3H, C5H), 6.70 (m, J = 4.15 Hz, 2H, C1H, C7H), 8.49 (dd, J = 8.40, 4.15 Hz, 2H,
C2H, CBH), 4.98 (1, J = 10.75 Hz, 1H, C3"H), 4.33 (d, J = 13.49 Hz, 1H, C4"H), 3.62 -
3.52 (m, 1H, C4"H), 3.41 (s, OH, C5"Ha, CB™Hs, C7"Ha), 2.98 (d, J = 16.3 Hz, 1H,
C27H), 2.74 — 2.59 (m, 1H, C2"H), 2.36 (s, 3H, CHx-C4"),2.05 (s, 6H, CHs-C2', CHy-
£6. °C NMR (161 MHz, CDCL): 5= 168.80 (C17), 148.00 (C8), 145.25 (C3), 144.45
(C5), 139.23 (C4"), 136.44 (CZ), 135.91 (C6"), 135.53 (C7a), 135.49 (C8a), 131.10
(CTH), 130.78 (C1), 129.54 (C17), 128.51 (C3'), 128.34 (C5'), 119.20 (C8), 118.16 (C2),
69.53 (C4”), 63.06 (C3"), 55.01 (C5", C6”, C7™, 36.95 (C27), 21.28 {CH+-C4'), 20.11
(CHs-C27, 20.04 (CHs-C8). HRMS (ESIY) m/z: calculada para CusHaBNsOs™ IMT:
432.2453, encontrada 432.2453. IR (KBr): v = 1719.76 (C=0), 1560.24, 1411.23,
1383.73, 1257.88, 1108.77, 1070.62 cm™.

Compuesto 4. A una suspensidn de hidrocloruro de L-carnitina (14,5 mg, 0,072 mmol)
egn MeCN anhidro (5 mbL) en un vial de microondas de 10 mbL con barra agitadora, se
afiadié el compuesto 2 (Kee, H. L; et al., J. Phys. Chem. B 2005, 108, 20433} (32,3
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g, 0,088 mmol) y TMSCI (466 ul, 3,67 mmol). La reaccion se calentd con el siguienie
gradiente de temperatura en un reactor de microondas focalizadas: 25-80 °C en 30
minutos, 80-100 °C en 5 minutos, 100 °C durante 30 minutos, 100-120 °C en 10
minutos v 120 °C durante 2 horas. La mezcla de reaccion se evapord a presidon
reducida y el crudo de reaccion se disolvid en la minima cantidad de CH,Cl, y se re-
precipitd afadiendo ferc-butil metil éter, para dar el compuesio 4 (31,8 mg, 88%) como

un sdélido rojo con fluorescencia verde en disclucion.

'H NMR (CDCly, 400 MHz2): & = 6.97 (s, 1H, CI'H), 6.95 (s, 1H, C5'H), 5.99 (s, 1H,
CBH), 5.87 (s, 1H, C2H), 4.55 (s, 1H, C3"H), 4.17 (s, 1H, C4"H), 3.32 {s, 9H, C5"H,
CB™H, C7"H), 3.26 (s, 1H, C4"H), 2.87 (d, J = 14.45 Hz, 1H, C2"H), 2.54 (s, 3H, CHys-
C5), 2.47 (d, J = 14.45 Hz, 1H, C2"H), 2.39 (s, 3H. CHx-C3), 2.34 (s, 3H, CHs-C4"),
2.08 (s, 3H, CHs-C27, 1.98 (s, 3H, CHs-C8"), 1.39 (s, 3H, CH3-C7), 1.38 (s, 3H, CHy-
C1). BC NMR (101 MHz, CDCL): 5 = 188.85 (C17), 155.71 (C3), 154.12 (C5), 143.83
(C8a), 143.52 (C7a), 142.52 (C8), 139.23 (C4", 135.03 (Cg"), 133.90 (C29, 131.52
(C1), 131.39 (C7), 130.83 (C17), 128.57 (C5"), 129.25 (C3"), 122.46 (C6), 122.43 (C2),
69.45 (C4"), 62.31 (C3"), 55.07 (C5", C8", C7"), 37.06 (C2"), 21.36 (CHs-C4"), 19.76
(CHa-C2'), 19.42 (CHy-CBY, 17.39 (CHs-C5), 18.67 (CHs-C3), 13.85 (CH+-CT7), 13.72
(CHs-C1). HRMS (ESI"} mvz: calculada para CaoHaeBN3Cs" [M™]: 488.3079, encontrada
488.3080. IR (KBr): v = 1720.45 (C=Q), 1546.29, 1505.72, 1470.57, 1295.12, 1187.69,
1155.63, 1083.56, 1043.53, 982.88 cm™.

B. Caracterizacion de las nuevas sondas fluorescentes (compuestos 3 v 4} como
marcadores de mitocondrias

Los ensayos celulares se llevaron a cabo sobre dos lineas celulares humanas: SCC38
y Hela. La linea SCC38 procede de carcinoma epidermoide de laringe de pacienies
humanos, mientras gue Hela, la primera linea celular humana establecida en cultivo,
deriva de cancer de cérvix. El medio de cultivo ulilizado para ambas lineas celulares

fue DMEM (Bulbecco’'s Modified Eagle’'s Medium) suplementado con 10% de suerc
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hovino fetal (FBS), 100 U/ml de peniciling, 200 yg/mL de estreptomicing, 100 umol/L
de amincacidos no esenciales v 2 mmol/L de glutamina. Los cultivos se ingubaron a 37
“C y 5% de CO,.

Estas lineas celulares se tifieron con las sondas fluorescentes sintetizadas siguiendo
el protocolo que se describe: Se sembraron 30000-50000 células SCC38 en placas de
24 pociltos con fondo de cristal que se cullivaron hasta alcanzar una confluencia del
70%. Entonces se retliré el medio de cultivo del podilio v se realizaron al menos 3
lavados con medic DMEM sin aditives. Tras ello se afiadic al pocillo 1 mb de DMEM v
el compuesto flucrescente correspondiente. Las células se incubaron a 37 °C duranie
30 minutos, tras [o gue se retliré el medio v se realizaron nuevos lavados con DMEM.
Por ultimo se afadié medio completo v se observaron las células al microscopio. El
andlisis al microscopio se realizd usando un equipo Zeiss AxioObserver Z1 con
AxioCam MRM y ApoTome 2 {Carl Zeiss, Alemania) con distinios objetivos de aceite
de inmersion 40X 63X Las células se tineron también con MitoTracker® Red CMXRos
{(Thermo Fisher} segun las instrucciones del fabricante, con el fin de realizar estudios
comparalivos con los nuevos marcadores fluorescentes aqui sintetizados. Inicialmente,
ambos compuesios 3 v 4 se utilizaron a una concentracidn de 50 nM, v el tiempo de

tincion fue también de 30 minutos.

A modo de ejemplo, se describe el comportamiento del compuesto 4 marcando células
de SCC38 y analizado por microscopia celular de fluorescencia. En la Fig. 1 se
praesentan la intensidad de marcaje en funcidn de la concentracién de colorants en el

medio.

Para confirmar la especificidad del marcaje por las mitocondrias, se llevaron a cabo
estudios de co-localizacion mediante co-lincidn con el marcador de mitocondrias
comercial MileTracker® rojo en la linea celular. El compuesic 4 se ulilizé a una
concentracion de 50 nM vy el MitoTracker® Red a 25 nM. Se afadieron ambos
compuestos a la vez v se incubaron durante 30 minutos. Las células marcadas con
ambos compuesios se observaron tanto con el microscopio Zeiss AxicObserver 21
como con un microscopio laser confocal especiral Leica TCS-BR8X (Servicios

Cientifico-Técnicos, Universidad de Oviedo).

Los estudics de microscopia celular mostraren, en el caso de la ¢o-tingidn con ambos
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compuesios a la vez, una buena co-localizacidén de las dos sondas sin interferencias ni
efectos citotoxicos. Cabe destacar que en muchos ¢ases se pudo cbservar que la
tincion del MitoTracker® rojo se concentré en los bordes de la mitocondria, mientras
que la tincion verde del compuesto 4 se localizd preferentemente en su interior (la

matriz mitocondrial).

La cinética del marcaje celular con 4 se esiudio por citometria de flujo con las linsas
celulares SCC38 y Hela, utilizando MitoTracker® rojo como marcador control, ambos
a una concentracion de 50 nM. Los tiempos de tincidn estudiados fueron de b, 15, 30y
45 minutos. Tras la tincidn, se retird el medio, se lavd con PRS, se tripsinizd v el peliet
se re-suspendié en 500 ul de PBS v se introdujo en el cilémetro tras filtracion. Se
utilizé un citémetro de flujo Analizador Celular Cytomics FC500 de Beckman Coulter
(Servicios Clentifico-Técnicos, Universidad de Oviedo). Parte de las células re-
suspendidas fueron sembradas v observadas también al microscopio. Como se puede
gbservar en la Fig. 2, la tincidn con MitoTracker® rojo apenas varid al aumentar ¢l
tiempo de incubacion con ef marcador, mientras gue el marcaje con & compuesto 4
aumenid claraments de inlensidad con el tliempo de incubacion. Se realizd un nuevo
experimento de citometria en el gue se incluyd un tiempo de tincién mas largo (45
min), v en el gue se pudo ver que el marcaje era alin mas intenso que con el tiempo de
30 minutos. Este hecho parece apuntar a la acluacion de un mecanismo de transporte
activo del compuesto 4 en la mitocondria. Por otro lado, en los experimentos de co-
fincidn se observd gue el MitoTracker® rojo parece concenirarse en ios bordes de la
mitocondria, mientras que la lincidn verde del compuesic 4 se localiza
preferentemente en su interior (la matriz mitocondrial). Estos hechos indicarian que la
internalizacion de la sonda 4, a diferencia del marcador comercial, implica la presencia

de un mecanismo de transporte activo del compuesto 4 en la mitocondria.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general {1}

Rs Ry
Z
RS \ RZ
N N
\B/ s
o o
R
R4 3
-
O
/N\
HaC CHs
CHs

o~
Rr=)

donde:

Z se selecciona de entre un N o un grupo C(Ry);

R, a R, se seleccionan cada uno independieniemente enire hidrégeno, alquilo G-
g sustituido o no sustituido, alquenilo C,-C ¢ suslituido o no sustituido, alquinilo Cu-
s sustituido o no sustituido, arilo sustituido ¢ no sustituido, heteroarilo sustituido ¢
no sustituido haldgeno, -OR’, -COOR’, -SSR, -SOR’, -SO0OR’ vy -NR'R™; ¢ cada dos
radicales R, a R; forman un cicloalguilo, arilo ¢ heteroarilo;

R vy R” se seleccionan cada uno independientementie entre hidrogeno, alquilo G-
Cug, alguenilo C,-Cyp, alguinilo C,-Cyg, arilo o heteroariio; v

X es un contraion,

o cualguiera de sus isémeros.

2. Compuesto segin la reivindicacion 1, donde Z es C(R;).

3. Compuesio seglin cualguiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde R, es un arilo

opcionalmentie sustifuido.

4. Compuesto seqdn la reivindicacidn 3, donde Ry es un trimetilfenilo.
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Compuesto segun cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R, y/o Rs son
hidrdgeno.

Compuesto segin cualquiera de ias reivindicaciones 1 a 5, donde Ry, Ry, Ry v Rs

son cada uno independientemente hidrdgenc o metilo.

Compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde Ry, Fs, Ra ¥y Re
son hidrdgeno o metilo.

Compuesto segln cualquier de las reivindicaciones 1 a 7, donde X se selecciona
de entre un halogenuro, SOy, BF,, PF,, HSO, v (SO Y.

Compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde X es CF.

10. Compuesto segin a reivindicacion 1, donde el compuesto se selecciona de entre:

cr

11. Procedimiento de oblencién del compuesto de formula () descrito segin

cualquiera de las relvindicaciones 1 a 10, que comprende la reaccion de un

compuesto de formula (1) con carnitina:
Re R4
s ‘-\\.
N

g \\\

Ry

Ra
N NE_
F/ E Hs

(1)
donde: Zvy Ry a Re son los definidos en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

12. Uso del compuesto segin cualguiera de las reivindicaciones 1 a 10 como

marcador ¢ sonda fluorescenie.
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Uso segun la reivindicacion 12, para el marcaje celular.
Uso segun la reivindicacién 13, para el marcaje celular de mitocondrias.
Uso segun la reivindicacidn 14, en células vivas.

Uso del compuesic segin cualguiera de ias reivindicaciones 1 a 10, para la
fabricacién de marcaderes para el diagndstico de enfermedades mitocondriales.

Uso segln la reivindicacion 16, donde las enfermedades mitocondriales se
selecciona de enire deficiencia en firanslocasa carnitina-acilcarnitina,
descompensacion metabdlica en la infancia, cardiomiopatia en la nifez,
fatigabilidad en la edad adulta, trastornos en el metabolismo, cancer, diabetes tipo-
2, enfermedades neurolbgicas v enfermedades cardiovasculares.
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Fig. 1
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