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DESCRIPCION

HALOACETAMIDAS DERIVADAS DE ANTENAS DE LANTANIDOS Y SU
APLICACION COMO REACTIVOS DE MARCAJE DE LA LUMINISCENCIA DE
LANTANIDOS

La presente invencion se refiers a haloacetamidas derivadas de quinolin-2{1H)-onas de
formula (1), que sensibilizan la luminiscencia de lantanidos, y su aplicaciéon como
reactivos de marcaje de ia luminiscencia de lantanidos en diversas biomoléculas, entre

otras, en péptides y proteinas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

£l conocimiento de la estructura v funciones de células, drgancs y organismos vivos
constituye un reto constante en la biclogia y l1a medicina modernas, que requiere el
desarrollo de téenicas analiticas y de visualizacién ingeniosas e innovadoras y de
biosensores apropiados. Entre estos, los biosensores oOpticos ocupan un jugar
destacado por su rapidez de respuesta, su sensibilidad y la posibilidad de deteccion
simuitanea de varios analitos. Dentro de este grupo, en los Gitimos afos, los biosensores
luminiscentes se encuentran enfre 108 mas ulilizados, por su alta selectividad,
sensibilidad y versatilidad, pudiéndose utilizar incluso en aplicaciones in vivo con alta
resolucion espacial y temporal (Marris, M. C. ACS Med Chem Lett. 2014, 5, 99). Esta
técnica implica la excitacion de las biomoléculas, mediante irradiacion conluz UVivisible,
sequida de relgjacion a su estado fundamental, mediante emisién de gran parte de la

energia absorbida en forma de luz.

En los dltimos afos los sensores o sondas basades en la luminiscencia de lantanidos
estan emergiendo como potentes herramientas en los campos de la Biologia Molecular,
la Bioguimica y la Biomedicina, debido & las ventajas que presenta su uso frente alos
fluordéforos organicos v las proteinas fluorescentss, entre las que destacan: a) Largos
tiempos de vida de luminiscencia (us-ms), que posibilitan la fiuorimetria en tiempo
resuelto, donde se aplica un retraso entre el pulso de excitacién y la ventana de
deteccién, eliminando las interferencias por la autoflucrescencia de los medios
biclogicos y aumentande sensiblemente ia relacion sefal-ruido y, por tanto, la
sensibilidad; b) Bandas de emision muy finas que no solapan, permitiendo el uso

simultaneo de sondas de diferentes lantanides para detectar cuantitativamente distintos
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analitos sin interferencia cruzada (deteccion multicanal). ¢) Grandes desplazamientos
de Siokes entre las longitudes de onda de excitacidn v las de emisidn, evitando los
problemas de aufo-absorcion dependiente de la concentracién (Heffern, M. C. et al.
Chem. Rev. 2014, 114, 4456). Las bandas de absorcién y emisién de los cationes
lantanidos corresponden a transiciones electrénicas enire los orbitales 4f que son
prohibidas. Por elio, presentan baios coeficientes de absorbancia, 1o que dificulta su
excitacion. Este problama se evita aprovechando la posibilidad de excitacion indirecta
mediante fransferencia de energia desde cromdfores organicos con alto coeficiente de
absorcién molar. Este proceso se conoce como sensibilizacion o efecto antena v al

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

A pesar de las excepcionales propiedades folofisicas de las antenas de lantanidos,
actualmente, se dispone de un numere muy limitado de compuestos de este lipo para
el estudic de sistemas biologicos v su aplicacion resulta limitada debido a la falta de
herramientas que permitan el marcaje de biomdleculas (gj: péptidos y proteinas) o
nanoparticulas de una forma eficaz y sencilla (Sy, M. Chem. Commun. 2016, 52, 5080).
El marcaje luminiscente de material biolégico con anienas de lantanidos requiere la
introduccion de una funcionalidad reactiva en la antena para su unidn covalente de
forma especifica al material o diana de interés, generalmente, a través de grupos
nucledfilos amino o ticles (Sy, M. Chem. Commun. 20186, 52, 5080; Hagan, A. K. Anal.
Bicanal. Chem. 2011, 400, 2847). Para el marcaje en grupos amino se han utilizado
isocianatos, ésteres de N-hidroxisuccinimida o cloruros de acidos sulfonicos, mienfras
que, para el marcaje en grupos lioles se han ulilizado los grupos maleimida,
haloacetamida, ditiopiriding ¢ metancsulfonato (Sy, M. Chem. Commun. 2016, 52,
5080). Esios grupos se unen a fravés de un espaciador a la antena. Esta
funcionalizacion requiere ei disefio y manipulacion guimica apropiada de la antena, que,
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 ef exceso de reactivo de marcaje y evitar su interferencia en el analisis
fotofisico de la muestra.

La presente invencidn surgié dentro de un amplio proyecto de investigacion para el
disefio y sintesis de nuevos fluordforos con aplicacidn en el desarrolio de biosensores
de fluorescencia, en el que se descubrid una nueva familia de antenas de lantanidos.
Dado el alio interes de estas antenas como herramientas para el desarrollo de diversos

biosensores luminiscentes, se prepararon haloacetamidas derivadas de dichas antenas
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que son el objetivo de la presente invencion, asi como su aplicacion para el marcaje
furniniscente de biomoléculas, tales como péptidos y proteinas. El agrupamienio
haloacetamida es uno de los grupos reactivas mas utilizados para el anclaje de sondas
fluorescentes a biomoléculas, que se conoce como marcaje fluorescente (Corrig, J. E.

5 T etal J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1894, 2975; Loving, G. et al. Bioconjug. Chem.
2009, 20, 2133; Ge, P. et al. Bioconjug. Chem. 2003, 14, 870).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

10 Los inventores han diseflado v sintetizado haloacetamidas derivadas de quinclin-2{1H)-
cnas de férmula general (1) capaces de sensibilizar la luminiscencia de cationes
lantanidos y con aplicacion en el marcaje luminiscente de diversas biomoléculas y, por

glio, en el desarrolio de biosensores luminiscentes, tal v como muestra el siguiente

esguema donde R', R?, R® y X se definen mas adelants:

15

Sensibilizacién de ia luminiscencia de Ln™

Entre las ventajas que presenta la presente invencion destacar que:

20 a) Las biomoleculas marcadas con los compuestos de formula (1) sensibilizan de forma
eficiente la emision de luminiscencia de cationes lantanidos, preferentemente la de

Eu®, que emite en el rojo, y la del To™, que emite en ef verde.

by Grandes desplazamienios de Stokes entre la longitud de onda de absorcion de la
25 antena (= 300 nm} y las longitudes de onda de emision de los lanténidos, que evitan
problemas de autoabsorcion.

¢} Largos tiempos de vida de luminiscencia de los lantanidos {us-ms), que posibilitan la
fluorimeiria en tiempo resuelio, donde se aplica un retraso entre of pulso de excitacién

30 y la ventana de deteccidn, sliminando las interferencias por la autofluorescencia de
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los medios biologicos vy aumentando sensiblemente la relacion sefial-ruide y, por

farte, la sensibilidad.

d) Bandas de emision de los lantanidos muy finas que no solapan, permitiendo el uso
5 simultanec de sondas de diferentes lantanidos para detectar cuantitativamente
distintos analitos sin interferencia cruzada (deteccidn multicanal).

e} Los compuestos de formula (1) constituyen herramientas de marcaje luminiscente

para estudios tante in vilro como in cellulo.

10
Por lo tanto, en un primer aspeclo, la presente invencion se refiere a compuestos de
formuta (1
R R
0/’ AN g

HNJ/ (l)H
A

15 o cualguiera de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, donde
X es un halogeno gue se selecciona de entre Cf, Bry |,
R? y R® se seleccionan independientemente de entre H, alquilo{C+-Cas) opcionaimente
sustituide, © R® y R® forman un puente alcanodillo del tipo -{CH:)w-, donde n se
seleccionadeentre 2y 3,y

20 R’ se selecciona de entre ~-COH, -PQOaHp, -S0:H, -SONH;, ~CONHRS®, -PO{OHINHR?,
-PO(NHR?), y -B0O,NHR?, siendo R° seleccionado de entre alquilo{C+-Cs), 13 estructura
(A) y la estructura (&)

0
r/COQH r/,\s\{j
—NY N
LN y Py N\
~(CHpm~! N_? COH — (G | et
HOLC 60
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donde m se selecciona de entre 2, 3y 4; y Ln® es un lanténido, gue se selecciona de
entre La%, Ce™ Pret, Nd®, Pm3*, Sm®, Eu®, Gd%, Th®, Dy¥, Ho®, Er®, Tm™, Yb*, v
Lu,

En una realizacion preferida X es Br.

£n otra realizacion preferida R? es H.

En ofra realizacion preferida RS es metilo.

En otra realizacion preferida R? y R® forman un puente ~-CHxCHa-.

En ofra realizacion preferida R* es -CO2H.

En otra realizacion preferida R' es -CONHR® siendo R® un grupo de estructura (A),
donde m se selecciona de entre 2, 3y 4; y mas preferiblementa m es 2.

En ofra realizacion preferida R’ es -CONHRS siendo R® un grupo de estructura (A},
donde m se sslecciona de entre 2, 3y 4 y Ln® se selecciona de entre La®, Ce¥, Eu®*,

y Tb*; mas preferiblemente m es 2 y Ln™ es La**, Eu™, o Th™.

En otra realizacién preferida el compuesto de 1a invencién tiene una estructura de

formula general (Ia):

R R
0 NS0
H
X P
\/NH (ta)
ol

o cualquiera de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, donde

X es un halbgeno que se selecciona de entre Cl, Bry |;

R? y R3 se seleccionan independientamente de entre H, alquilo(C+-Cs) opcionaimente
sustituido; y

R' se selecciona de enfre -COH, -POaHz, -803H, -80,NH,, -CONHRS, -PO(OHINHR?,
-PO(NHR®), y -SO:NHR®, siendo R°® seleccionado de entre alquilo(C1-Cs), la estructura
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(A) y fa estructura (A):

O
P
rf""N/\ N ,V-?\\ 7
> S eo,H ONCE
"(CHQ}ITI"{? _) 2 == (CHyym |\§,N~—’ iy
HO,LC 50
(A) (A%)

donde m se selecciona de entre 2, 3y 4, y L es un lantdnido, que se selecciona de
entre La%, Ce™, Prat, Nd®, P, Sm®, Eu®, G, Th%, Dy%, Ho%, B, Tm, Yb¥ v
5 LB

En ofra realizacion preferida, el compuesto de la invencion tiene una estructura de

formula general (Ib).

10 o cualquiera de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceplables, donde
X es un haldgeno que se seleccionade entre CL Bry ) y
R' se selecciona de entre -COH, -POHz, -SOzH, -S0,NH;, -CONHRS -PO{OHINHR®,
-PO(NHR?), y -SO,NHR?®, siendo R® selsccionado de entre alquilo(C4-Cg), 1a estructura
(A) y la estructura (A}

o
‘,,COQH 0
PR
r”"'N/\ N S ]
> > copH N N
""(CH?)m"!\E\i NJ 2 _—(CHz)m I\E/N""‘/ ’m,O
HOLC 60
15 (A) (A"

donde m se selecciona de entre 2, 3 v 4; y Ln* es un lantanido, gue se selecciona de
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entre La%*, Ce™, Prer Nd*, Pm®, Sm¥, Eu®, Gd*, Tb®, Dy*, Ho®, Er**, Tm™, Yb* ¥

Lut,

Asimismo, hay que entender que la presente invencién abarca todos los isbmeros de
los compuestos de férmula (1), es decir, todas las formas geométricas, tautoméricas y
opticas, vy sus mezclas (por ejemplo, mezclas racémicas).

El término “tautdomero” ¢ “forma tautomeérica”, tal y comoe se usa en la presente invencion,
se refiere a isdmeros estructurales de diferentes energias que son interconvertibles via
una barrera de baja energia. Por ejemplo, tautdmeros protonicos {también conocidos
como tautomeros prototrépicos) que incluyen interconversiones mediante la migracion
de un protén, como por gjempio isomerizaciones ceto-endlicas ¢ imina-enamina. Los
tautdmeros de valencia incluyen interconversiones por reorganizacidn de algunos

electrones de enlace.

La presente invencion también incluye compuestos marcados con isotopos, que son
idénticos a los citados en la férmula (1) salvo en que uno o mas atomos se han
reemplazado por un atomo gue tiene una masa atdmica o numero masico diferente de
fa masa atomica ¢ numerc masico encontrado habitualmente en la naturaleza. Los
ejemplos de isdtopos que pueden incorporarse en compuestos de fa invencion incluyen
isdtopos de hidrégeno, carbone, nitrégeno, oxigeno, fidor, yodo y cloro, tales como ?H,
SH! 11C’ 13(“;i 14C, ‘!5N, 18{:‘ 123; y 125{_

En este sentide, dentro del alcance de la presente invencion se encuentran las sales
farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos que confienen los isotopos
mencionades anteriormente y/u otros isbtopos de otros afomos. Los compuestos
marcados con isotopos de la presente invencion, por ejemplo, aguélios en que se
incorporan isotopos radioactivos tales como *H o "C, son Uliles en ensayos de
distribucion de farmacoes y/o sustratos en tejidos. Se prefieren particularmente los

isétopos tritio, es decir 3, y carbono-14, es decir, C, por su facilidad de preparacién y
detectabilidad. Los isotopos M'C y 8F son particularmente Gtiles en PET (tomografia de
emisidn de positrones), y ios isélopos %9 son particularmente Gtiles en SPECT
(tomografia computerizada de emision de un solo fotdn), todos utiles en la formacion de
imagenes del cerebro. Ademas, la sustitucion con isétopos mas pesados tales como
deuterio, es decir, 2H, puade proporcionar algunas ventajas terapéuticas que resuitan
de la mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, mayor vida media in vivo ¢ menores

requisitos de dosificacion, y por lo tanto en alguncs casos pueden ser preferidos. Los
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compuestos isotdpicamente marcados de férmula (1) se pueden preparar generalmente
Hevando a cabo los procedimientos descritos en {os siguisntes sjemplos, sustituyando
un reactivo no marcado isotopicamente por un reactive isotdpicamente marcado
faciimente disponible.

Por otro lado, las sales mencionadas anteriormente seran sales fisioldgica vy
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmaceuticamente aceptables incluyen las
descritas por Berge, Bighley y Monkhouse, J. Pharm. Sci,, 1877, 66, 1-19. Asi, la
expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales preparadas a partir
de bases farmacéuticamente aceptables no tdxicas incluyendo bases inorganicas y
bases organicas. Las sales derivadas de bases inorganicas incluyen sales de aluminio,
amonio, calcio, cobre, férricas, ferrosas, de litio, de magnesio, sales manganicas,
manganosas, de potasio, de sodio, de cinc y similares. Las sales derivadas de bases
organicas no toxicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas primarias,
secundarias y terciarias, aminas sustituidas incluidas aminas sustituidas naturales,
aminas ciclicas, y resinas de intercambio idnico basicas, tales como argining, betaina,
cafeina, coling, N N'-dibenciletiendiamina, dietilaming, 2-dietilaminostanol, 2-
dimetilaminoetancl, elanclamina, etilendiamina, N-setil-morfoling, N-stilpiperiding,
glucaming, glucosaming, histidina, hidrabamina, isopropilaminag, lising, metilglucaming,
morfoling, piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina, purinas, teobromina,
rietilamina, trimetilamina, iripropilaming, trometamina, y similares. Cuando el
compuesto de la prasente invencidn es basico, pueden prepararse sales a partir de
acidos no téxicos farmacéuticamente acepiables, incluyende &cidos inorganicos y
organicos. Tales acidos incluven el acido acético, bencenosulfdnico, henzoico,
canforsuifénico, citrico, efanosulfonico, fumarico, glucdnico, glutdmico, bromhidrico,
clorhidrico, isetidnico, ldctico, maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, mucico,
nitrico, pamoice, pantoténico, fosforico, succinico, suifirico, tartarico, p-toluenosulfonico

y similares.

Los sjemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de
amonio, calcio, magnesio, potasic y sodio, v las formadas a partir de acidos maleico,
fumarico, benzoico, aschrbico,  pamoico,  succinico,  clorhidrico,  suifurico,
bismetilensalicilico, metancsulfnico, etanodisulfonico, propidnico, fartérico, salicilico,
citrico, gluconico, aspartico, estearico, palmitico, itacénico, glicdlice, p-aminobenzoico,
glutamico, bencenosulfonico, ciclohexilsulfamico, fosférico y nitrico.
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Asimismo, los compuestos de formula (1) pueden estar en forma cristalina como
compuestos libres o como solvatos y ambas formas estan dentro del alcance de la
presente invencion. Los métodos de solvatacion se conocen generalmente dentro de la
técnica. Los solvatos adecuados son solvatos farmacéuticamente aceplables. En una
realizacion particular, los solvatos son hidraios o bien las moléculas de solvatacion son
moieculas de disolvente, como por ejemplo alcoholes.

Otro aspecto de {a invencién se refiere al uso de los compuestos de formula () tal y
como se ha definido anteriormente como reactivoes para el marcaje luminiscente de
muestras bioldgicas que contienen péptidos, proteinas, y/o nanoparticulas, con utilidad

en el desarroilo de bicsensores luminiscentes.

En una realizacion preferida, el marcaje de péplidos se selecciona de entre secuencias
peptidicas de substraios de quinasas, concretamente, de entre peéptidos de 15

aminoacidos derivados de iz proteina tau.

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

entre 1as que poseen una unica cisteina.

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

entre marcaje en disolucion 0 marcaje en fase sdlida.

Otro aspecto de {a invencion se refiere a biosensores luminiscentes gue comprenden al

menos un compuesto de forrmula (1) tal v como se ha definido anteriormente.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento de marcaje luminiscente de
muestras bicldgicas aisladas que comprende poner en contacto la muestra bicldgica
con al menos un compuesto de farmula (1) tal y como se ha definido anteriormente.
Cuando el compueste de formula (1) no incorpora el lantanido en su estructura, éste

debe ser anadido in sifu a traves de su sal correspondiente.

En la presente invencion el término "alquilc” se refiere a radicales de cadenas
hidrocarbonadas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 6 atomos de carbono,
preferiblemente de 1 a 4, y que se unen al resto de la molécula mediante un enlace
sencilio, por ejempic, metilo, etiio, n-propilo, Fpropile, n-butilo, terc-butilo, sec-butiio, n-

pentiio, n-hexilo etc. Opcionalmente puede estar sustituido por al menos un sustituyente,
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10

donde los sustituyentes se seleccionan de entre OR', =0, SR', SOR', SO:R', NOz, NHR',
N({R')z, =N-R’, NHCOR', N(COR'};, NHEO,R', NR'C(=NRINHR', CN, haldgeno, C(O)R’,
COOR', QC(O)R', CONHR', CON(R",, alguilo (C4-Cyo) sustituido o no sustituido,
alquenilo {C2-Cqo) sustituido o no sustituido, alquinilo (C-Cio) sustituido o no sustituido,
arilo {Ce-Cyg) sustituido ¢ no sustituido y heterocicio (Cs-Cqs) sustituido 0 no sustituido,
donde cada grupo R’ es seleccionade independientemente entre H, OH, NO,, NH;, SH,
CN, haldgeno, O, C(O)H, C(Ojalquilo, COOH, alquilo (C4-Cs) sustituido o no sustituido,

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

En la presente invencion el término “haldgenc”, tal como se entiende en la presente

invencion, incluye fitor, cloro, bromo y yodo.

En la presente invencién el término “lantanido” se refiere a cualquiera de los elementos
quimicos del pericde 6 de la tabla periddica comprendidos entre ios numeros atdmicos

7y 71 (Lantano, Cerio, Praseodimio, Neodimio, Prometio, Samario, Europio, Gadolinio,
Terbio, Disprosio, Hoimio, Erbio, Tulio, Herbio y Lutecio), preferentemente Eurcpio o
Terbio.

En la presente invencion el término “muestra bicldgica” se refiere a materiales tanto de
origen natural como sintético que presentan actividad bicldgica, comprendiendo
fundamentalmente biomoléculas, tales como por ejemplo péptidos vy proteinas,

nancparticulas y células.

En la presente invencidn el términe "nanoparticula” se refiere a particulas de diversos

materiales de tamafo inferior 2 100 nm.

En la presente invencidon se entiende ‘marcaje en disolucion” cuande el material a
marcar estd disuelto en un disclvente, como por ejemplo diversos tampones acuosos; y
“‘marcaje en fase sdlida” cuando el material a marcar se encuentra anclado a una resing

polimérica sélida.

Ao large de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantss
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
fos expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de |a practica de la invencién. Los

siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende
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que sean limitativos de la presente invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1: Esquema del marcaje luminiscente de péptidos en fase sdlida con el reactivo (8).

FIG. 2: Grafico de luminiscencia de péptidos marcados y no marcados con el fluordforo

(8), en presencia y en ausencia de cationes Ln®.

FIG. 3. Esquema del marcaje luminiscente de péplidos en fase solida con el reactivo
{13).

FIG. 4. Grafico de luminiscencia de péptidos marcados y no marcados con el fluoréforo

(13), en presencia y en ausencia de cationes Ln*".

EJEMPLOS

A continuacion, se ilustra 1a invencién mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

Eiemplo 1. Sintesis del acido 7-{2-{2-bromoacetamidoletoxil-4-metil-2-0xo-1.2-

dihivdroguinolina-3-carboxilico {8)

El compuesto del epigrafe se sintetizd a partir de 2-amino-4-metoxi-acetofenona (1), tal

como se indica en el siguiente esquema de reaccion:
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Bog- HN HQN

COH COH
NaOH /@\)\\/ BICH,COBr ! /@\)\I
O NS DIPEA, DMF Br/\W'N\’/\O NG

H
n 0 (®)
HoN

Sintesis de Z-amino-4-hidroxi-acetofenona (2)

Una disclucion de 2-amino-4-metoxi-acetofenona (1) (320 mg, 1.93 mmol) y AICk en
CH.Cly (20 mi), se agitd a 50 °C durante 2 h. A continuacion, se vertid sobre hislo,
generdndose un precipitado que se filtrd, obteniendo el producto del epigrafe (233 mg,
80%) como un solido blanco. Pf. 236 °C). HPLC-MS (gradiente 15-95% de disolucion
0,1 % de acido férmico en acetonitrilo en disciucion 0,1 % de férmico en H0, 10 min) &
=521 min. 'H-RMN (400 MHz, CD,0D) 8. 2.46 (s, 3H), 8.18 (5, 1H), 6.19(d, 1H, J=8.5
Mz), 7.66 (d, 1H, J = 8.5 Hz). BC-RMN (100 MHz, CD,0D) 0: 27.4, 103.1, 107 4, 114.0,
135.8, 153.0, 164.5, 200.7. HRMS (ESI) m/z Calcd. para CgHeNO; ([M+H]): 152.07086,
encontrada: 152.0707.

Sintesis de 3-{(2-acetil-5-hidroxifenilamine)-3-oxopropancato de metilo (3)
A una disolucion de fa acetofencna (2) (150 mg, 0.9 mmol) en CH.Cl: {4 mi) ACN (1

ml) se le afadié 3-cloro-3-oxipropionato (108 i, 0.99 mmol), v se agitd durante 6 h a
temperatura ambiente. A continuacién, se evapord el disolvente y el residuo se
recristalizo de MeCH, obteniéndose el producto del epigrafe (220 mg, 90 %) como sélido
cristalino en agujas transparente. PR 170.3 °C. HPLC-MS (gradiente 30-95% de
disolucion 0,1 % de acido férmico en acetonitrilo en disolucion 0,1 % de férmico en Hx0,
10 min} & = 1.96 min. TH-RMN (400 MHz, Cl,CD) 8: 2.52 (s, 3H), 3.45 (s, 2H), 3.73 (s,
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3H), 8.54 (dd, 1H, J=9y 25Hz), 7.74 (d, 1H, J=9 Hz), 8.05(d, 1H, J= 25 Hz), 12.42
{s, 1H). C-RMN (100 MHz, CLCD) & 28.2, 45.0, 527, 1066, 111.2, 118.0, 134.5,
142.5, 163.8, 165.2, 167.8, 201.3. HRMS (EBl) m/z: Caled. para CoHuaNGs ((M+H'):
252.0867, encontrada: 252.0874.

Sintesis de 7-hidroxi-4-metil-2-oxo-1.2-dihidroguinoiing-3-carboxilalo de metilo (4)
A una disclucion de (3) (230 mg, 0.91 mmol) en MeOH (8 mi) se afadid K,COs (139 mg,

1.07 mmol} y se calentd a 70 °C mediante irradiacion con MW durante 30 min. La mezcla

de reaccion se enfrié v se evapord a presion reducida. Despuéds el crudo de la reaccidn
se redisolvio en CHCl; (50 mi) v la disolucidn resultante se lavd con HxO (20 mi),
salmuera (20 mi), se secd sobre NaxSQO4 y se evapord a sequedad, para obtener la
guinolin-2-ona (4) (180 mg, 90 %) como un sélido amarillo. P 187 °C. HPLC-MS
(gradiente 5-95% de disolucidn 0,1 % de acido férmico en acetonitrilo en disolucién 0,1
% de formico en Ha0, 10 min) &k = 587 min. 'H-RMN (400 MHz, DMS0-c6) & 2.18 (s,
3H), 3.69 (s, 3H), 5.79 (s, 1H), 6.04 (dd, 1H, J=9y 2.5 Hz), 7.13 (d, 1H, /=9 Hz}, 10.53
{s, TH). C-RMN (100 MHz, DMSO-ds) 8. 15.8, 51.3, 1004, 104.8, 119.7, 125.5, 142.5,
1452 159.8, 166.4, 168.5, 170.3. HRMS (ESI) m/z: Calcd. para CizHiNOy (M+H]"):
234.0761, encontrada: 224.0775.

Sintesis de 7-(2-{{ferc-butoxicarbonillaminoletoxi)-4-metil-2-oxg-1 2-dihidroguinolinag-3-

carboxilato de metile (5)

A una disolucidn de la quinclin-2-ona (4) {115 mg, 0.49 mmol) en DMF seca (5 mi), se
le anadié Na,COs (76 mg, 0.73 mmol) y N-Boc-2-bromoetilamina (164 mg, 0.735 mmol).
La mezcla de reaccion se agitd a 120 °C en tubo sellado durante 3 horas. A continuacion,
se enfrid y evapord a presion reducida. Después ef crudo de ia reaccion se disolvid en
CH2Clz (80 mi) y se lavo con HO (20 mi), saimuera (20 ml), se secod sobre Na804 y se
evaporo hasta sequedad. El residuo se purificd mediante cromatografia flash sobre silica
gel, usando como eluyente un gradiente 0-1.5 % de MeOH en CH.Ch para obtener el
compuesto del epigrafe (50 mg, 30 %) como un sélido marrén. P 170 °C. HPLC-MS
(gradiente 30-95% de disolucidn 0,1 % de acido férmico en acetonitrilo en disolucion 0,1
% de férmico en HyO, 10 min) & = 3.82 min. 'H-RMN (300 MHz, CD,0D) &: 1.37 (s, OH),
2.38 (s, 3H), 3.48 (g, 2H, J= 5.5 Hz), 3.87 (s, 3H), 401 {t, 2H, J=5.5 Hz),5.87 (1, 1H, J
=55Hz), 6.70(d, 1H, J=25Hz), 8.79(dd, 1H, J=9y 25 Hz), 7.57 (d, 1H, J= ¢ Hz).
BC-RMN (75 MHz, CD,0D) & 16.5, 284, 40.0, 52,7, 67.4, 80.0, 991, 112.9, 114.1,
1231, 127.0, 139.9, 147.4, 156.8, 160.9, 161.7, 167.7. HRMS (ESI) m/z. Calcd. para
CigH2sN2 O ([M+HTY): 377.1707, encontrada: 377.1717.
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Sintesis de 7-(2-aminoetoxil-4-metil-2-ox0-1.2-dihidroguincling-3-carboxilato de metilo

{6}
A una disclucidn de la quinolin-2-ona (5) (50 mg, 0.132 mmol) en CH.Clz (4 mi) con 0.5

% de MeOH vy se le afadié TFA (508 ui, 6.6 mmol). La disclucion se agitd a temperatura
ambiente durante 2 horas. Posteriorments, se evapord, se disolvid en HO (4 mi) y se
liofilizd obteniendose el compuesto del epigrafe (8) (52 mg, 100 %) como un sirupe
incoloro. "H-RMN (500 MHz, DMSO-dk) & 2.36 (s, 3H), 3.28 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 422
(t, 2H, J=505), 685 (dd, 1H, J=25y 1 Hz), 892 (dd, 1H, J=9y 25 Hz), 7.77 (dd, 1H,
J=9y 1Hz), 8.04 (m, 2H), 11.95 {5, 1H). *C-RMN (125 MHz, DM30-c%) 5. 16.0, 38.2,
522,857,993, 110.9, 113.0, 123.8, 127 .4, 130.8, 144.9, 159.0, 160.2, 166.8. HRMS
(ESH m/z Caled. parg CuHirN2Os (M+HT): 277 1183, encontrada: 277.1181.

Sintesis del &dcido 7-{Z-aminoetoxil-4-metil-2-oxo-1.2-dihidroguinglina-3-carboxilico {7}

El éster metilico (6) (25 mg, 0.09 mmol) se disolvié en disolucibn 1N de NaOH 3 ml} vy
la disolucion se calentd a reflujo durante 4 horas. A continuacion, la mezcla de reaccion
se enfrid y se liofilizd. El residuo se purificd mediante HPLC semipreparativa en fase
reversa (Cqa), obteniéndose el derivado deseado (7) {7 mg, 30 %) como un sélido blanco.
Pf. 167 °C. HPLC-MS (gradiente 5-05% de disclucion 0,1 % de acido fdrmico en
acetonitrilo en disolucion 0,1 % de formico en Hx0, 10 min) & = 7.64 min. "H-RMN (500
MHz, D20) 8. 2.44 (5, 3H), 345 ({, 2H, J=55Hz), 411 (4, 2H, J= 55 Hz), 6.73 (d, 1H,
J=25Hz), 8,92 (dd, 1H, J= 25y 8 Hz), 7.68 (d, 1H, J= 9 Hz). SC-RMN {125 MHz,
D:0) 8 15.78,40.57,68.0, 99.1, 112.70, 114.8, 126.6, 128.6, 137.7, 143.3, 160.1, 161.4,
174.3.

Sintesis del acido 7-(2-(2-bromoacetamidoletoxil-4-metil-2-oxo-1 2-dihidroguinglina-3-

carboxilico (8)
La dihidroquinclina (7Y (7 mg, 0.025 mmol} se disolvié en DMF seco (3 mi) bajo

atmosfera de Are. La disclucion agitd durante 1 min y se adiciondé DIPEA (5 i, 0.03
mmol} y bromure de bromoacetico (2.6 pl, 0.02 mmol) dejandose reaccionar durante 30
min. A continuacién, se evaporé el discivente y el residuc se puwificd mediants
cromatografia flash de fase reversa, usando como eluyente un gradiente 0-10 % de
ACN en H:O, para obtener el compuesto deseado (8) (5 mg, 53%) como sirupe incoloro.
HPLC-MS (gradiente 5-85% de disolucion 0,1 % de acido férmico en acetonitrilo en
disclucion 0,1 % de formico en Hz0, 10 min) & = 7.30 min. 'H-RMN (500 MHz, DMSO-
gs) 8. 2.83 (s, 3H), 3.51(q, 2H, J= 5 Hz), 3.88 (s, 2H), 4.09 (m, 2H), 6.86 (d, 1H, J=25
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Hz), 8.95 {(dd, 1H, J=8y 2.5 Hz), 7.87 (d, 1H, J= 9 Hz), 11.50 (s, 1H). *C-RMN (125
MHz, DMSO-c6) & 18.3, 28.4, 38.7,86.5, 89.0, 112.1, 113.9, 120.0, 128.0, 139.6, 148.7,
161.2, 161.5, 166.4, 166.9. HRMS (ESI): Calcd. para CisHisBrNGs ((M+H]"): 383.0198,
encontrada: 383.0204.

Ejemplo 2: Sintesis del acido 8-{2-(2-bromoacetamidojetoxil-2-0x0-1,2.4,5-

tetrahidrociciopentaldelauinoling-3-carboxilico (13}

El compuesto del epigrafe se sintetizé a partir de 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-
tetrahidrociclopentajde]quinolina-3-carboxilato de metilo (Gonzalez-Vera, J. A et al

Chem. Commun. 2018, 52, 9652), tal como se indica en el siguiente esguema de

reaccion:
COQME COQME
= ack, 7 BOcHN(CHy), 8¢
— —— e
NS0 CHCL NS0 K,CO; DMF
MeO o
{#
Boc-HN
Y 2 Y
! \I AN LOZM@ NaOH 1 \i Xy CO?H BrCH.COBr
J— | J— B
7 N"So 7 N o DIFEA, DMF
o O
J/ (1) j (12)
HN HoN N

Br

Sintesis de 8-hidroxi-2-ox0-1,2.4 5-tetrahidrociclopental delauinolina-3-carboxilato de

metilo (8)

A una disolucién de 8-metoxi-Z-oxo-1,2 4, 5-tetrahidrociclopental delquinolina-3-

carboxilato de metilo (50 mg, 0.19 mmol) en CHCL (5 mi) se e afadio AICH (50 mg,
0.38 mmol) y se calentd a 50 °C durante 12 h. Al cabo de este tiempo, se evapor¢ el
disolvente y al residuc se afadié HO, generdndose un precipitado sdlido, que se filtrd
y $€ $8c0 a vacio, para obtener el compuesto del epigrafe (8) como sélido de color rosa
obscuro {32 mg, 82 %). Pf: 247 °C. HPLC-MS (gradiente 5-05% de disolucion 0,1 % de
acide formico en acetonitrile en disolucion 0,1 % de formico en H.0O, 10 min) & = 6.84
min. 'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) 8: 3.10 (1, 2H, J= 5.5 Hz), 3.23 - 3.33 (m, 2H), 3.76
(s, 3H), 6.89 (d, 1H, J= 8 Hz), 7.00 (d, 1H, J=8 Hz), 9.74 (s, 1H), 10.89 (5, 1H). 1°C-
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RMN (DMSO-ds, 126 MHz) 5. 29.5, 31.8, 51.5, 116.4, 117.2, 118.5, 1255, 1258, 137.6,
140.7, 160.3, 164.1, 165.3. HRMS (ES!) mvz: Caled. para CisHiNQ, ((M+HTY): 248.076,
enconirada; 246.077.

Sintesis de 8-(2-({terc-butoxicarbonibamino)etoxi)-2-oxo-1.2 .4 5-tatrahidrociciopenta-

Idel-guinolina-3-carboxilato de metiio (18)

A una disolucion del carboxilato (8) (450 mg, 1.83 mmol) en DMF anhidra (15 mi) se le
afadieron bromuro de 2-(Boc-amino)etiio (491 mg, 2.19 mmol) y K:COs (304mg, 2.19
mmol} y la mezcla se calentd a 90 °C, en atmosfera de Arz durante 24 h. Al dia siguiente,
se evapors el disolvente y el residuo se purificd mediante cromatografia flash, usando
como eluyente un gradiente 0-4 % de MeOH en CH.Cl, obteniéndose el compuesio del
epigrafe (10) como un sélido marrdn claro (80 mg, 13 %). Pf 1685 °C HPLC-MS
{(gradiente 30-95% de disolucidn 0,1 % de acido férmico en acetonitrilo en disolucion 0,1
% de formico en Ha0, 10 min) & = 4.31 min. "H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & 1.40 (s,
9H), 3.17 ¢, 2H, /=55 Hz), 3.32 — 3.37 (m, 2H), 3.38 —~ 3.43 (m, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.98
(t, 2H, =5 Hz), 7.01 (d, 1H, =8 Hz), 7.15 (d, 1H, J=8Hz), 7.42 (, 1H, J=6 Hz), 11.28 (s,
1H). BC-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) &: 28.2, 29.5, 31.9, 515,683, 77.9 1157, 116.9,
117.0, 125.6, 126.6, 138.7, 142.1, 155.5, 160.6, 163.9, 165.18. HRMS (ESI) m/z Calcd.
para CaoHaaN2Os (M+HT"): 389.1707, encontrada: 389.1729.

Sintesis de 8-{2-amincetoxil-2-0x0-1.2 4 5-tetrahidrociclopental delguinoling-3-

carboxilato de metile (11)

A una disolucion del compuesto (10) (90 mg, 0.31 mmol) en CH.Clz (4 mi) se le afadio
TFA (1,2 ml, 15.5 mmol) y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 12 h.
Después, la mezcla de reaccidn se evapord a sequedad, el residuo se disolvié en HxO
(3 mb) vy la disolucién se liofilizd, obteniendo el producto del epigrafe (11) (80 mg, 100
%) como un sirupe marrén. HPLC-MS (gradiente 5-95% de disolucion 0,1 % de acido
formico en acetonitrilo en disclucién 0,1 % de férmico en HO, 10 min) & = 5.01 min. 'H-
RMN (500 MMz, D:0) 0 2.44 (5, 3H), 3.45 (1, J = 5.4 Hz, 2H), 411 (1, J = 5.4 Hz, 2H},
8.73 (d, d = 25 Hz, 1H), 6.92 (d, 1H}, 7.69 {d, 1H). *C NMR {125 MHz, D0} 5 15.8,
406,680, 991, 112.7, 114.7, 1268, 1286, 137.7, 143.3, 160.1, 164.2, 174.2.

Sintesis_del acido 8-(2-aminosioxi}-2-0x0-1,2.4 5-tetrahidrociciopental delquinolina-3-

carboxilico (12)

El éster metilico (11) fue disuelto en disciucidén 1 N de NaOH (3 mi) y la mezcla de

reaccion se calento a reflujc durante 3 h. Después, la mezcla de reaccion se dejo enfriar
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a temperatura ambiente y se liofilizd. El residuo se purificd mediante cromatografia flash
de fase reversa, usande como eluyente un gradiente 0-10 % de acelonitrile en H; O,
obteniéndo el &cide deseado (12) como un sirope marrdn (37 mg, 80 %). HPLC-MS
(gradiente 5-95% de disolucidn 0,1 % de acido frmico en acetonitrilo en disolucion 0,1
% de formico en HyO, 10 min} & = 4.55 min. "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) 3.15 (t, 2H,
J=586Hz), 351 2H, J=55Hz), 403 { 2H, J = 4.5 Hz), 6.82 (d, 1H, J = 7.5 Hz),
7.01(d, 1H, J = 7.5 Hz). HRMS (ESI) mvz: Calcd. para CuaHaNaOs (M+HT): 275.1026,
encontrada: 275.1021.

Sintesis del &cido  8-(2-(2-bromoacetamidoietoxi)-2-oxe-1.2 4, 5-tefrahidrociclopents-

[del-quinolina-3-carboxilico (13)

Una disolucion de la 2-oxo-1,2 4 S-tetrahidrociclopenta{dejquinolina (12) (27 mg, 0.088
mmol} en DMF seco (3 mi), y bajo atmosfera de A, se agité durante 1 minuto y después
se le afadio DIPEA (17.17 ul, 0.098 mmol) v bromuro de bromoaceético (8.46 i, 0.1078
mmel) dejandose reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente. Al cabo de este
tiempo, se evapord el disclvente y el residuo se disolvid en CH.Cl: (25 mi). La disolucién
se lavd sucesivamente con Hz0O (5 mi) y disolucion saturada de NaCl (5 ml), se secd
sobre NaxS04 vy se evapord a sequedad. El residuo se purificd mediante cromatografia
flash, usando como eluyente un gradiente 0-4 % de MeOH en CHCl,, obteniéndose el
compuesto del epigrafe (13) (20 mg, 53%) como un sirupe incoloro. HPLC-MS
(gradiente 5-95% de disolucién 0,1 % de acido formico en acetonitrilo en disolucion 0,1

% de formico en Ha0O, 10 min) Ik = 7.74 min.

Eiemplo 3. Marcaje luminiscente en disclucion de péptidos con ia

bromoacetamida (8)

Los peplidos utilizados en este estudio fueron derivados de la proteina Tau (Wada, VY.
et al J. Biochem. 1988, 724, 738), que incorporan un unico residue de cisteina en
posicion -2 con respecio @ una freoning, se sintelizaron mediante sintesis en fase solida
y después de aislarios y purificarios, se disolvieron en tampdn Hepes a pH 74 y se
marcaron en el residuc de cisteina por reaccidn con el compuesio (8) en exceso (de 5-
10 veces), durante 16h a 4 °C. Posteriormente, el exceso de antena se elimind por
purificacion en columnas NAP-5 {(GE Healthcare; rendimiento 100% por HPLC-MS
analitico) y los péptidos marcados resultantes se coordinaron con el correspondiente
lantanido tras adicion in situ de ia respectiva sal de lantanido (ToCl;, EuCls, Sc{OTf)s,
Y(OTf); o La(OTH)) en exceso {de 5-100 veces) a 25 °C en buffer Hepes a pH 7.4.
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Eiemplo 4: Marcaje luminiscente en fase sdlida de péptidos con la

bromoacetamida (8)

Aligual gue en el ejemplo 3, los péptidos utilizados en este estudio fueron derivados de
la proteina Tau (Wada, Y. et &l J. Biochem. 1998, 124, 738), incorporan un unico residuo
de cisteina y se sintetizaron en fase sdlida. Tal como se muestra de forma simplificada
en la Figura 1, estos péptidos unidos a la resina (PAL-PEG, 5C mg, 0.0085 mmol, 1
equiv.), que incorporaba el residuo de cisteina protegido como Cys(Mmt), [abil en medio
acido, se hincharon con CHClz (5 min) y DMF (5 min}. El grupo protector Mmt se elimind
por tratamiento con TFA al 1% vy triisopropilsilanc {TIS) al 5% en CH2Cl bajo atmdsfera
de Nz (4 x 20 min o hasta que la mayor parte del color amarillo debido al catidn Mmt
desaparecid). A continuacion, 1a resina se sometié a un lavado riguroso con CHCh (5
x) y DMF (5 x), se le afadio DIEA (30,0475 mmol, 5 equiv.) en DMF anhidra (200 ul) v la
mezcla resultante se agitd durante 2-3 min a 25 °C. Seguidamente se afadid el
compuestio (8) (17 mg, 0,0285 mmol, 3 equiv.) a la resina en DMF anhidra (150 ul) v,
tras 12 horas agitando a temperatura ambiente, la resina se filtrd para eliminar los
reactivos en exceso y se lavd con DMF, CHxCly, MeOH v CH2Clz (5 x cada uno). E
desanclaje del péptido de la rasina y sliminacion de los grupos proteciores se levd a
cabo por tratamiento de los péptidos unidos a la resing con TFA/EDT/HO/TIS
(94:2.5:2.5:1% v/v). La disolucién resultante se concentrd bajo una corriente de No y se
precipitd mediante la adicidn de Et:0 frio. El sedimento se iriturd con EiO frio (3 x), se
redisolvic en agua, se filtrd y se licfilizo. Los péptidos se purificaron mediante HRPLC-MS
de fase reversa semipreparativa. Los péptidos marcados resultantes se coordinaron con
el correspondiente lantanido fras adicidn in silu de la respectiva sal {TbCls, EuCls,
Sc(OThHs, Y(OTHa o La(OTis) en exceso (de 5-100 vaces) a 25 °C en buffer Hepes a pH
7.4. La coordinacion del péptido marcado con (8) y ThCls dio lugar a un incremento de
lurniniscencia de 2.069 veces, mientras que la coordinacidon con EuCls dio lugar a un
incremento de luminiscencia de 480 veces (Figura 2).

Eiemplo §5: Marcale luminiscente en  disolucién de péptidos con la

bromoacetamida (13}

Aligual que en el ejemplo 3, los péptidos se disolvieron en tampdn Hepes apH 7.4 y se
marcaron en el residuo de cisteina por reaccidn con el compuesto (13) en exceso (de

5-10 veces), durante 16h a 4 °C. Posteriormente, el exceso de antena se eliming por
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purificacion en columnas NAP-5 (GE Healthcare; rendimiento 100% por HPLC-MS
anaiitico) vy Ins péplidos marcadoes resultantes se coordinaron con el correspondients
tantanido tras adicion in sity de ia respectiva sal de lantanido (ThCls, EuCls, Sc(OTf),
Y(OThH; o La{OTh)3) en exceso {de 5-100 veces) & 25 °C en buffer Hepes a pH 7.4.

Eiemplo 6: Marcaje luminiscente en fase sélida de péptidos con la

bromoacetamida (13}

Al igual que en el sjemplo 4, los péptidos ulilizados en este estudio fueron derivados de
la proteina Tau (Wada, Y. et al. J. Biochem. 1888, 124, 738), incorporan un unico residuo
de cisteina y se sintetizaron en fase sélida. Tal como se muestra de forma simplificada
en la Figura 3, estos péptidos unidos a la resina (PAL-PEG, 50 mg, 0.0095 mmol, 1
equiv.), que incorporaba el residuc de cisteina protegido como Cys(Mmi), 1abil en medic
acido, se hincharon con CH2Clz {5 min) y DMF (5 min). El grupo protector Mmt se eliming
por tratamiento con TFA al 1%, triisopropilsilanc (TIS) al 5% en CHaCl; bajo atmosfera
de Ny (4 x 20 min o hasta que la mayor parte del color amarillo debido al catidn Mmt
desaparecid). A continuacion, 1a resina se sometié a un lavado riguroso con CHClz (5
X}y DMF (5 ), se le aftladié DIEA (0,0475 mmol, 5 equiv.) en DMF anhidra (200 ul v la
mezcla resultante se agitd durante 2-3 min a 25 °C. Seguidamente se anadié e
compuesto (13) (17 mg, 0,0285 mmol, 3 equiv.) a la resina en DMF anhidra (150 ul) y
tras 12 horas agitando a temperatura ambienie, la resina se filird para eliminar los
reactivos en exceso y se lavo con DMF, CHCl, MeOH, CH:Clz (5 x cada uno). El
desanclaje del peptido de la resina y eliminacion de los grupos protectores se llevo a
cabo por fratamiento de los peéptidos unidos a la resina con TFA/EDT/H.OMMIS
(94:2.5:2.5:1% v/v). La disolucién resultante se concentrd bajo una corriente de Na y se
precipité mediante la adicidn de ELO frio. El sedimento se trituré con EtO frio (3 x), se
redisolvié en agua, se filtré y se liofilizd. Los peptidos se purificaron mediante HPLC-MS
de fase reversa semipreparativa. Los péptidos marcados resultantes se coordinaron con
el correspondiente lantanido tras adicion in sifu de la respectiva sal (ThCla, EuCl,
Sc(OTha, Y(OTH); o La(OThs) en exceso (de 5-100 veces) a 25 °C en buffer Hepes a pH
7.4. La coordinacion con ThCly dio lugar a un incremente de luminiscencia de 1.097
veces, mientras que la coordinacion con EuCl dio lugar a un incremenio de

fuminiscencia de 7.600 veces (Figura 4).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula (1)

o cualquiera de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, donde:

X es un halogeno gue se selecciona de enire Cl, Bry |;

R?y R® se seleccionan independientemente de entre H, alquilo(C+-Cg) opcionaiments

sustituido, o R? y R® forman un puente alcanodiilo del tipo -(CHa)e-, donde n se
10 seleccionadeentre2y 3,y

R' se selecciona de entre ~-COH, -POdHz, -S0sH, -SONH;, -CONHRS®, -POIOHINHR?,

-PO(NHR?), v -30:NHR?, siendo R® seleccionado de entre alguilo{C-Ce), la estructura

(A} y la estructura (A"

0
rCOZH /A:‘D
—NY (N &
S IS0
~(CHzm~N 7 COH o (CHM | £ Nt
LN
HOLC 60
&) (A7)

15 donde m se selecciona de entre 2, 3y 4; y Ln®* es un lanténido, gue se selecciona de
entre La%, Ce®, Pret, Nd®, Pm3t, Sm?, Eu®, Gd®, Th®, Dy%, Ho®, Ertf, Tm™, Yb*, v

Lust,
2. Compuesto segun ia reivindicacién 1, donde X es Br.
20

3. Compusesto segun cualquiera de las raivindicaciones anteriores, donde R? es H.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R* es metilo.
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5. Compuesto segun cualguiera de las reivindicacicnes 1 a 2, donde R? y R3 forman un
puante -CHy-CHyp-.

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones antericres, donde R' es -COzH.

7. Compuesto sequn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde R’ es -CONHR®

siendo R® un grupo de estructura (A), donde m se seleccionade entre 2, 3y 4.

8 Compuesto segin cualguiera de las reivindicaciones 1 a § donde R' es -CONHR®
siendo R® un grupo de estructura (&), donde m se seleccionade entre 2.3y 4y Ln™
se selecciona de entre La®*, Ce™ Eu®t y Th™

9. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 donde mes 2,

10. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 donde Ln* es La®, Eu™,
o Th*,

11. Compuesto segun la reivindicacion 1 donde el compuesto de farmula (1) es:
- acido 7-(2-(2-bromoacetamido)etoxi)-4-metil-2-0xo-1, 2-dihidroguinolina-3-
carboxilico; o
- &cido 8-(2-(2-bromoacetamido)etoxi)-2-ox0-1,2 4, 5-tetrahidrociciopenta-

[delquinolina-3-carboxilico.

12. Uso de los compuestos de férmula (1) segun las reivindicaciongs 1 a 11 como
reactivos para e marcaje luminiscente de muestras bioldgicas.

13. Uso segun la reivindicacién anterior donde las muestras bioldgicas contisnen
péplidos, proteinas, v/o nanoparticulas.

14. Uso segun la reivindicacién anterior donde of péptide se selecciona de entrs
sscuencias peptidicas de substratos de quinasas y/o péptidos de 15 aminoacidos

derivados de la proteina fau.

15. Uso segun ia reivindicacién anterior donde la secuencia peptidica se selecciona de

entre las que poseen una unica cisteina.
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16. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 donde sl marcaje se realiza
en disolucion ¢ en fase sdlida.

17. Bicsensores luminiscentes gue comprenden al menos un compuesto de formula (i)
sagun cualquiera de las reivindicaciones 1a 11.

18. Procedimiento de marcaje luminiscente de muestras bioldgicas aisladas que
comprende poner en contacio dicha muestra bicldgica con al menos un compuests
de formula () segun cualquiera de las reivindicaciones 1a 11

19. Procedimiento de marcaje segun la reivinicacidén anterior donde el lantanido se

afiade /n situ a través de su sal correspondiente.
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