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@Resumen:

La presente invencion se refiere a compuestos
formados por una molécula pequeia capaz de unir al
ADN de doble hebra conjugada covalentemente a un
grupo protector fotolabil, y a sus usos. La
desproteccion de estos compuestos mediante
irradiacion con luz permite controlar de forma espacial
y temporal la activacion de dichas moléculas de union
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DESCRIPCION
INTERNALIZACION Y ACTIVACION FOTOCONTROLADA DE
MOLECULAS PEQUENAS CAPACES DE UNIRSE AL ADN DE DOBLE
HEBRA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos que permiten la activacion
controlada, espacial y temporalmente, de moléculas pequefias de unién al ADN de

doble hebra, asi como a sus usos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La molécula de ADN est4 implicada en numerosos procesos basicos para la vida

de la célula y es la diana terapéutica con la que interaccionan numerosos farmacos.

A través de esta interaccion, se producen cambios fisico-quimicos en el ADN
que pueden tener importantes consecuencias en las diversas actividades en las que la
molécula de ADN interviene. Como resultado, los compuestos capaces de unirse al
ADN constituyen herramientas de gran utilidad tanto en el &mbito diagnodstico como

terapéutico.

Estas moléculas de union al ADN pueden provocar la activacion, modulacion o
inhibicion de la funcidon del ADN. Habitualmente actiian provocando la inhibicion de
procesos basicos para la supervivencia de la célula como la transcripcion o replicacion,
provocando la muerte celular. Por ello, este tipo de moléculas se han empleado en
quimioterapia y para el tratamiento de enfermedades bacterianas, virales, fngicas y
parasitarias, entre otros. Ademas el ADN es una de las dianas més habituales de muchos

de los farmacos anticancer usados en quimioterapia.

Sin embargo, algunas de estas moléculas presentan una baja especificidad de
tejido celular, atacando no solo a la célula cancerosa o al microorganismo sino también

a células sanas o células del hospedador, respectivamente.

Con el fin de disminuir la alta toxicidad que conlleva el empleo de moléculas de
union al ADN, existe la necesidad de desarrollar métodos que permitan controlar de
forma eficaz la actividad de dichas moléculas, tanto en términos de espacio, como de

tiempo.
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Los documentos Current Opinion in Chemical Biology 2009, 13, 678-686 y
Organic & Biomolecular Chemistry 2007, 5, 999-1005, describen el empleo de grupos
protectores sensibles a la luz para controlar la activacion de moléculas bioldgicas, como

inductores de la expresion génica, oligonucledtidos o proteinas.

La publicacion Tetrahedron Letters 2003, 44, 7307-7309, describe un derivado
de Berenilo que, tras irradiacién con luz, descompone en 4-amidino-N-(3-
hidroxipropil)anilina y el cation 4-amidinobenzenodiazonio. Este tltimo podria producir
ruptura del ADN. El derivado de Berenilo descrito en este documento es capaz de
interaccionar con el ADN y, por tanto, no puede utilizarse para controlar la inactivacion
y posterior activacion en el lugar y momento deseado de la sal de diazonio 4-

amidinobenzenodiazonio.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores de la presente invencion han descubierto que la utilizacion de
grupos protectores fotolabiles permite inactivar temporalmente la actividad de
moléculas pequenias que interaccionan selectivamente con ADN de doble hebra. El
compuesto protegido resultante no es capaz de unirse al ADN de doble hebra, con lo
cual es posible disponer de un derivado no activo que se puede manejar comodamente,
y que se libera en el momento y lugar precisos en los que se desee que actue mediante
irradiacion con luz, induciendo asi la interaccion de la molécula pequenia con el ADN de

forma controlada.

De esta forma, es posible activar las moléculas pequefias de unién al ADN de

doble hebra de forma eficaz y controlada.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencion se dirige a un compuesto formado
por una molécula pequenia de union al ADN de doble hebra, conjugada covalentemente
a un grupo protector fotolabil, con la condicion de que dicho compuesto no sea a su vez

una molécula de union al ADN de doble hebra.

En otro aspecto, la invencion se dirige al uso de un compuesto formado por una
molécula pequeiia de union al ADN de doble hebra unida covalentemente a un grupo
protector fotolabil, para el control in vitro de la expresidon génica y/o la sintesis de

proteinas.
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Estas moléculas pequefias que unen ADN provocan un cambio en la estructura
y/o funcionalidad de la molécula de ADN de doble hebra cuando interaccionan con ella,
impidiendo procesos basicos para la supervivencia y proliferacion de la célula, como
por ejemplo la transcripcion y replicacion. Por ello, este tipo de moléculas pequetias de
unién al ADN de doble hebra tienen importantes aplicaciones como antitumorales,

antibacterianos, antivirales, antifingicos y antiparasitarios, entre otros.

Por tanto, en otro aspecto la invencion se refiere al uso de un compuesto
formado por una molécula pequena de union al ADN de doble hebra unida
covalentemente a un grupo protector fotolabil, para la preparacion de un medicamento.
Este medicamento puede ser un medicamento de acciéon controlada, es decir, un
medicamento cuya actividad puede activarse de forma controlada en el momento y/o

lugar deseado mediante irradiacion con luz.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto
formado por una molécula pequefia de uniéon al ADN de doble hebra unida
covalentemente a un grupo protector fotolabil, para la preparacion de un medicamento

para el tratamiento de enfermedades proliferativas o de enfermedades microbianas.

En otro aspecto, la presente invencidon también proporciona una composicion
farmacéutica que comprende al menos un compuesto formado por una molécula
pequeiia de unidon al ADN de doble hebra unida covalentemente a un grupo protector

fotolabil, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Por otro lado, las caracteristicas espectrales de algunas moléculas pequefias que
unen ADN de doble hebra cambian al unirse al ADN vy, por ello, son ttiles como

marcadores o colorantes de ADN.

Por lo tanto, la invencidon también se refiere al uso de un compuesto formado por
una molécula pequefia de union al ADN de doble hebra unida covalentemente a un

grupo protector fotolabil, para marcar in vitro zonas especificas del ADN y/o células.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Izquierda: la linea s6lida representa el espectro de HPLC del
compuesto protegido ©1 en solucién tampoén Tris-HCI buffer 20 mM; 100 mM NaCl;
pH 7.5; la linea de trazos representa el espectro de HPLC de la misma disolucion tras

irradiar durante 15 min con luz UV. Derecha: espectro de emision de fluorescencia al
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aumentar el tiempo de irradiacion de una disolucion 0,5 uM de ©1 en tampon HEPES
50 mM, NaCl 100 mM en presencia del oligonucleétido horquilla (hairpin) que
contiene la secuencia diana AAATTT (5 pM). Secuencia de la horquilla AAATTT: 5°-
GGCG AAATTT CGC TTTTT GCG AAATTT CGCC-3’ (SEQ ID NO: 1).

Figura 2. Arriba: espectro de emision de fluorescencia de una disolucion 0,8 uM
de ©2 en tampo6n Tris-HCI buffer 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5 al aumentar el tiempo
de irradiacién. Abajo: microscopia de emision de fluorescencia de células
pertenecientes a la linea celular Vero (12,5 uM ©2 tras 15 min de incubacion); A: antes
de irradiacion y desproteccion, B: tras desproteccion mediante irradiacion con luz UV

durante 10 min, C: experimento control con 12,5 uM de 2 tras 15 min. de incubacion.

Figura 3. Arriba: microscopia de fluorescencia de células pertenecientes a la
linea Vero incubadas con el compuesto ©2, tras incrementar los tiempos de irradiacion
(Aexe = 365 nm). Abajo: A) Placa de cultivo donde las células estan formando una
monocapa antes de la irradiacion; B) mismo cultivo después de la irradiacion a través de
un molde de cartulina. Estas fotos se tomaron sobre las muestras irradiadas con un

transiluminador.

Figura 4. Izquierda: Microscopia de fluorescencia de células Vero incubadas con
50 pM de ©3 mostrando la desproteccion y redistribucion de la fluorescencia desde la
membrana nuclear al ntcleo (t=0 imagen con luz blanca y fluorescencia, t=4 min hasta
t=16 min imagenes de fluorescencia). Derecha: Representacion esquematica de la

propuesta de dindmica de activacion del compuesto ©3.

Figura 5. Control del efecto de la irradiacion UV sobre el bromuro de etidio. A:
Bromuro de etidio 50 microM antes de ser irradiado. B: después de ser irradiado, donde

se observa claramente que no sufre variacion alguna y se presenta en el nicleo celular.

Figura 6. Control del efecto de la irradiacion UV sobre ©2 (Nvoc,-ethidium) 50
microM. A: imagen con luz blanca. B: antes de la irradiacion. C: después de 15 minutos
de irradiacién. Se observa que ©2 no es visible con los cubos Opticos del microscopio

que abarcan el rojo; s6lo después de la irradiacion las células son visibles.

Figura 7. Control del efecto de la irradiacion UV sobre el DAPI. A: DAPI 50

microM antes de ser irradiado. B: después de ser irradiado no se observa cambio.
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Figura 8. Control del efecto de la irradiacion UV sobre ©3 (Nvoc,-DAPI) 50
microM. A: imagen con luz blanca. B: antes de la irradiacion. C: después de 15 minutos
de irradiacién. Se observa que ©3 no es visible con los cubos Opticos del microscopio

que abarcan el azul; s6lo después de la irradiacion las células son visibles.

Figura 9. Actividad antimicrobiana del compuesto ©4 medida por difusién en
disco de Candida albicans. (a) disco estéril con el compuesto ©4 (sin irradiar); (b)
control positivo con aza-pentamidina; (¢) compuesto ©4 irradiado con luz UV; (d)
antibiodtico comercial (clotrimazol); (e) control negativo (tampdn); (f) control negativo

irradiado con luz UV.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Moléculas pequeiias de union al ADN de doble hebra

Segtn el primer aspecto mencionado anteriormente, la presente invencion se
refiere a un compuesto formado por una molécula pequefia de uniéon al ADN de doble
hebra que estd unida covalentemente a un grupo protector fotolabil, con la condicion de

que dicho compuesto no sea a su vez una molécula de uniéon al ADN de doble hebra.

El objetivo de la presente invencion es controlar la capacidad de moléculas
pequenas para unirse a ADN de doble hebra. Para ello se utilizan grupos protectores
fotolabiles que inactivan la capacidad de union de la molécula al ADN. Por tanto, es
necesario que el compuesto de la invencion, es decir, la molécula pequefia de union al
ADN de doble hebra unida covalentemente a un grupo protector fotolébil, no sea a su
vez una molécula capaz de unirse al ADN. De esta forma es posible dirigir el
compuesto inactivo al lugar deseado para la posterior liberacion de la molécula de union

al ADN de forma controlada.

La expresion “molécula pequefia de unién al ADN de doble hebra” o “molécula
pequedia capaz de unirse al ADN de doble hebra” se refiere, segiin la presente
invencion, a una molécula de peso molecular inferior a 300 Da que es capaz de
interaccionar con ADN de doble hebra. Este tipo de moléculas son bien conocidas en el
estado de la técnica (e.g., S.M. Nelson, L.R. Ferguson, W.A. Denny, Non-covalent
ligand/DNA interactions: Minor groove binding agents. Mutation Res. 2007, 623, 24-
40; “Small molecule DNA and RNA binders”, Wiley-VCH 2003). Ademas, la interaccion

de una molécula con el ADN produce cambios fisico-quimicos en éste, lo que ha dado
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lugar a diversas técnicas experimentales que permiten determinar si una molécula
interacciona con el ADN y distinguir ademas los distintos tipos de interaccion
molécula-ADN (Oncologia, 2004, 27(2), 69-79), como por ejemplo mediante
espectrofotometria UV/visible, espectrometria de masas, espectroscopia de resonancia

magnética nuclear, métodos calorimétricos, dicroismo circular, viscosimetria, etc.

Existen distintos modos de interaccidn entre moléculas pequefias y ADN de
doble hebra. Segun el tipo de interaccion, se distingue entre unidon covalente (se forman
uniones de tipo covalente entre la molécula y el ADN) o no covalente (como, por
ejemplo, mediante enlaces de hidrogeno o interacciones electrostaticas). Dentro de las
moléculas que se unen covalentemente al ADN se encuentran los agentes alquilantes.
Entre las moléculas que se unen al ADN de forma no covalente se encuentran las
moléculas que se unen a los surcos (mayor o menor) del ADN y los agentes

intercalantes.

Por lo tanto, en una realizacion de la invencion, la molécula pequena de union al
ADN de doble hebra se selecciona de entre moléculas que se unen al ADN de doble
hebra de forma covalente y moléculas que se unen de forma no covalente.
Preferiblemente, dicha molécula se selecciona de entre un agente alquilante, un agente

intercalante y una molécula de union al surco, preferiblemente de unién al surco menor.

En la presente invencion, el término “agente alquilante” se refiere a moléculas
que se unen al ADN de forma covalente. Este término incluye tanto agentes alquilantes
clasicos en los que grupos alquilo de estos agentes se unen a la molécula de ADN, como
compuestos que no presentan un grupo alquilo pero que también se unen de forma
covalente al ADN, por ejemplo generando uniones entre dos cadenas de ADN (cross-
link). En general, son moléculas con grupos electréfilos reactivos que se unen

covalentemente al ADN preferiblemente a través de las bases nitrogenadas.

Los agentes alquilantes son bien conocidos en el estado de la técnica (e.g., L.
Kelland, The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy, Nature Rev. Cancer
2007, 7, 573-584; T. Bando, H. Sugiyama, Synthesis and biological properties of
sequence-specific DNA-alkylating pyrrole-imidazole polyamides, Acc. Chem. Res.
2006, 39, 935-944) Algunos agentes alquilantes tipicos incluyen, por ejemplo,
nitrosoureas (e.g. carmustina, lomustina, semustina, fotemustina, estreptozocina),

mostazas nitrogenadas (biscloroetilaminas, e.g. clorambucilo, ciclofosfamida,
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ifosfamida, mecloretamina, melfalan, mostaza de uracilo, trofosfamida, estramustina),
aziridinas (e.g. tiotepa, mitomicina C), alquilsulfonatos (e.g. busulfidn, clomesona),
hidrazinas y triazinas (e.g. altretamina, dacarbazina, procarbazina, temozolamida) y
complejos de platino (e.g. cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, nedaplatino,

saltraplatino, lobaplatino).

En la presente invencion, el término “agente intercalante” se refiere a moléculas
que se unen al ADN bicatenario de forma no covalente al intercalarse entre las bases
nitrogenadas del ADN. En general, son estructuras policiclicas planas que interaccionan
con el ADN a través de fendmenos de apilamiento o stacking e interacciones

hidrofobicas.

Los agentes intercalantes son bien conocidos en el estado de la técnica (e.g., L.
Strekowski, B. Wilson, Noncovalent interactions with DNA: An overview. Mutation
Res. 2007, 623, 3-13; J.B. Chaires, Drug-DNA Interactions, Curr. Opin. Struct. Biol.
1998, &8, 314-320) Algunos agentes intercalantes tipicos incluyen, por ejemplo,
antraciclinas (e.g. doxorubicina, daunorubicina, rubidazone, epirubicina, aclarubicina),
acridinas (e.g. naranja de acridina, proflavina, amsacrina, quinacrina), antraquinonas
(e.g. mitoxantrona), naftalimidas (e.g. amonafide, elinafide), bromuro de etidio, ioduro

de propidio, Actinomicina D, quinina, mefloquina, elipticina y ditercalinio.

En la presente invencion, el término “molécula de unién al surco” se refiere a
una molécula que se une dentro del surco de un ADN bicatenario, preferiblemente
dentro del surco menor, a través de uniones no covalentes. Mas preferiblemente, se trata
de una molécula que se une al surco menor del ADN de doble hebra a través de

secuenciasricasen Ay T.

Las moléculas de unidn al surco menor son bien conocidas en el estado de la
técnica (e.g., C. Bailly, J.B. Chaires, Sequence-specific DNA minor groove binders.
Design and synthesis of netropsin and distamycin analogues, Bioconjugate Chem. 1998,
9, 513-538; D.E. Wemmer, Designed Sequence-Specific Minor Groove Ligands, Annu.
Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2000, 29, 439-461). Algunas moléculas de union al surco
menor tipicas incluyen, por ejemplo, diarilamidinas (e.g. pentamidina, propamidina,
aza-propamidina, aza-pentamidina, furamidina, estilbamidina, berenilo, DAPI (4°,6-

diamidino-2-fenilindol)),  netropsina,  distamicina, lexitropsina,  mitramicina,
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cromomicina Az, olivomicina, antramicina, sibiromicina, bis-benzimidazoles (e.g.

Hoechst 33258, Hoechst 33342).

En una realizacion de la invencidn, la molécula pequefia de union al ADN de
doble hebra se selecciona de entre un colorante de ADN, un agente antitumoral y un

agente antimicrobiano.

De acuerdo con una realizacion particular, la molécula pequefia de union al
ADN de doble hebra es un colorante de ADN. Preferiblemente, el colorante de ADN se
selecciona de entre naranja de acridina, DAPI, bromuro de etidio, ioduro de propinio

Hoechst 33258 y Hoechst 33342.

De acuerdo con otra realizacion particular, la molécula pequefia de union al
ADN de doble hebra es un agente antitumoral. Preferiblemente, el agente antitumoral se
selecciona de entre agentes alquilantes del ADN, como nitrosoureas (e.g. carmustina,
lomustina, semustina, fotemustina, estreptozocina), mostazas  nitrogenadas
(biscloroetilaminas, e.g. clorambucilo, ciclofosfamida, ifosfamida, mecloretamina,
melfalan, mostaza de uracilo, trofosfamida, estramustina), aziridinas (e.g. tiotepa,
mitomicina C), alquilsulfonatos (e.g. busulfan, clomesona), hidrazinas y triazinas (e.g.
altretamina, dacarbazina, procarbazina, temozolamida) y complejos de platino (e.g.
cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, nedaplatino, saltraplatino, lobaplatino);
antraciclinas (e.g. doxorubicina, daunorubicina, rubidazone, epirubicina, aclarubicina);
acridinas (e.g. naranja de acridina, proflavina, amsacrina, quinacrina); antraquinonas
(e.g. mitoxantrona); naftalimidas (e.g. amonafide, elinafide); Actinomicina D;
elipticina; ditercalinio; netropsina; y bis-benzimidazoles (e.g. Hoechst 33258, Hoechst

33342).

De acuerdo con otra realizacion particular, la molécula pequefia de union al
ADN de doble hebra es un agente antimicrobiano. Preferiblemente, el agente
antimicrobiano se selecciona de entre acridinas (e.g. naranja de acridina, proflavina,
amsacrina, quinacrina), quinina, mefloquina, diarilamidinas (e.g. pentamidina,
propamidina, aza-propamidina, aza-pentamidina, furamidina, estilbamidina, berenilo,

DAPI), netropsina.

En una realizacion de la invencion, la molécula pequenia de union al ADN de

doble hebra es un compuesto de férmula (Ia) o (Ib):
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HN NH
>—A—X—B—< HyN—A—X—B—NH;
HoN NH,

(Ia) (Ib)
donde:
A y B se seleccionan cada uno independientemente de arilo y heteroarilo
opcionalmente sustituidos;
X puede no existir, de forma que A y B se encuentren condensados, o representa un
enlace sencillo, -O-, -S-, -NH-, -O-Y-O-, -S-Y-S-, -NH-Y-NH-, o un alquilo C;-Cs,
arilo o heteroarilo opcionalmente sustituidos;

Y se selecciona de alquilo C;-Cs, arilo y heteroarilo opcionalmente sustituidos,
o una sal o solvato del mismo.

Preferiblemente, A y B se seleccionan independientemente de entre fenilo, indol
o juntos forman un anillo de fenantridina, opcionalmente sustituidos, preferiblemente
por alquilo C;-Cs o arilo C¢-Cio. En una realizacion preferida, A y B se seleccionan
independientemente de entre fenilo, indol, o juntos representan un anillo de 5-etil-6-

fenilfenantridinio.

Preferiblemente, X se selecciona de entre un enlace, -O-Y-O- y -NH-Y-NH-;
donde Y representa preferiblemente un grupo alquilo C;-Cs, mas preferiblemente un

grupo pentilo.

En una realizacion preferida, la molécula pequefia de uniéon al ADN de doble
hebra se selecciona de entre pentamidina, aza-pentamidina, bromuro de etidio, 4’,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI), o una sal o solvato del mismo.

aza-pentamidina (1) bromuro de etidio (2)

NH
CID—0)
HoN N NH,
H

DAPI (3)

Grupos protectores fotolabiles

10
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En la presente invencion, el término “grupo protector fotolabil” se define como
un grupo protector cuya union a una molécula se rompe o libera mediante la exposicion
a luz de una longitud de onda apropiada. Grupos protectores fotolabiles, asi como las
condiciones para su preparacion y posterior desproteccion, son conocidos en el estado
de la técnica (e.g. P.J. Kocienski, “Protecting Groups”, Thieme 2005) e incluyen, por

ejemplo, derivados de o-nitrobencilo, derivados de benzoina, derivados de fenacilo, etc.

Preferiblemente, en la presente invencion el grupo protector fotolabil se
desprotege mediante irradiacion con luz UV (preferiblemente de una longitud de onda
de entre 200 y 400 nm, mas preferiblemente > 365 nm), preferiblemente con una

potencia de entre 5 y 10 W, mas preferiblemente de 8 W.

En una realizacion particular, el grupo protector fotolabil presenta la siguiente

estructura:

donde

n se selecciona de 0, 1, 2, 3 y 4;

R' y cada R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo C;-Cs,
haloalquilo C;-Cs, arilo Cs-C;s, heteroarilo de 3 a 15 miembros y heterociclo de 3 a
15 miembros opcionalmente sustituidos, NO,, CN, haloégeno, -OR’, -SR’, -S(O)R’,
-S(O):R’, -OS(O),R’, -N(R’)(R”’), -C(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NR’)R”), -
OC(O)R’ y -N(R*)C(O)R’’; donde cada R’ y R’ se selecciona independientemente
de hidrogeno, alquilo C;-Cg, haloalquilo C;-Cg, cicloalquilo C;-Cs, arilo Ce-C;s,
heteroarilo de 3 a 15 miembros y heterociclo de 3 a 15 miembros, opcionalmente
sustituidos;

o dos grupos R* forman, junto con el anillo de fenilo al que estan unidos, un grupo

heterociclo.

En una realizacion particular de la invencion, n se selecciona de 0, 1 y 2. En otra
realizacion particular, R' se selecciona de entre hidrogeno, metilo, trifluorometilo y
. . .y .. 2 . . 2
carboxilo. En una realizacion adicional, R” representa metoxilo, o dos radicales R

contiguos forman un grupo —O-CH,-O-.

1"
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De acuerdo con una realizacidn particular, n se selecciona de 0, 1 y 2; R' se

selecciona de entre hidrogeno y carboxilo; y R* representa metoxilo.
Adicionalmente, los inventores han observado que la presencia en el grupo
protector de grupos ionizables a pH fisiologico permite controlar de forma alin mas
5 eficaz la inactivacion de la molécula pequefia de union al ADN de doble hebra. En
particular, se ha observado que cuando se emplea el grupo protector Nmoc, el grupo
carboxilico se encuentra ionizado como carboxilato a pH fisioloégico, provocando
repulsiones electrostaticas entre el compuesto protegido y los grupos fosfato del ADN,
lo cual permite controlar aun mas eficazmente que el compuesto protegido objeto de la

10  presente invencion no se pueda unir al ADN.

Por tanto, en una realizacion adicional, el grupo protector fotolabil presenta un
grupo funcional ionizable a pH fisiologico. Preferiblemente, al menos uno de R' y R?
comprende un grupo ionizable a pH fisiologico. Mas preferiblemente, al menos uno de

R'y R? es un grupo carboxilo.

15 En una realizacion adicional, el grupo protector fotolabil se selecciona de:
CO,H O 0
SOAINIS - O
NO, y MeO NO,
Nmoc Nvoc

En una realizacion adicional, el compuesto de la invencidn se selecciona de un

compuesto de féormula (I1la) y (IlIb):

»—A—X—B%
o | OJ\N NJ\O Z
R H H I (R?)
| _ ] n
NO, O,N
20 (Illa)
R'" O 0o R
X O)J\ —~A—X—B_ )J\
2y _N N N 0o I
R H H TR
= N !
N02 02N

(I1Ib)
donde A, B, X, n, R' y R? son tal y como se han definido previamente, o una sal

o solvato del mismo.
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En otra realizacion particular, el compuesto de la invencion se selecciona de:

H H
NO, N N O,N
H R H
" e o
NH NH (@) CO.H

HO,C O
0 0
MeO )J\ )J\ OMe
o~ N N o
H \ H ©2
MeO NO, - O,N OMe
P — .
CF3C00

NH O
MeO J)\HN O ) O A OMe
e o N N N Om ©3
H H
O.N OMe
MeO NO

2

H H
MeO NO N_ _N ON OMe
2 H e H
Oo_ _N N_ _O ©4
MeO \[f \ﬂ/ OMe,
O NH NH O
o una sal o solvato del mismo.

Adicionalmente, los inventores han observado que el empleo de grupos
protectores permite no solo controlar la activacion de la molécula pequefia de unién al
ADN de doble hebra, sino también modular sus propiedades fisicoquimicas. Se ha
observado, por ejemplo, que el uso de Nvoc como grupo protector fotolabil mejora las
propiedades de internalizacion en la célula del bromuro de etidio. Es importante
destacar que el bromuro de etidio, debido a su elevada polaridad, atraviesa muy
dificilmente la membrana celular, lo que ha dificultado el uso de esta molécula en
experimentos in vivo. El uso de los grupos protectores mencionados previamente

permite solucionar este problema al aumentar la hidrofobicidad de la molécula.
Definiciones

El término “alquilo” se refiere a un radical hidrocarbonado de cadena lineal o
ramificada que consiste en &tomos de carbono e hidrogeno, que no contiene ninguna

insaturacion, que tiene de uno a ocho (C;-Cs), de uno a seis (C;-Cs), 0 de uno a tres (C;-
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C;) atomos de carbono, y que esta un o de la molécula mediante un enlace
sencillo. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero no se limitan a, grupos alquilo
tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, isobutilo, 3-metil-1-pentilo, 4-metil-1-

pentilo, 3,3-dimetil-1-butilo, t-butilo, n-pentilo, isopentilo y n-hexilo.

El término “cicloalquilo Cs-C5;” significa un anillo monociclico o policiclico, no
aromatico, que comprende dtomos de carbono e hidrégeno. Un grupo cicloalquilo puede
tener uno o mas dobles enlaces carbono-carbono en el anillo siempre que el anillo no
sea aromatico. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a,
grupos cicloalquilo completamente saturados, tales como ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo, y terpenos ciclicos y biciclicos saturados y
grupos cicloalquenilo, tales como ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo,
ciclohexenilo y cicloheptenilo, y terpenos ciclicos y biciclicos insaturados. Un grupo
cicloalquilo puede no estar sustituido o estar sustituido con uno o dos sustituyentes
adecuados. Preferiblemente, el grupo cicloalquilo es un anillo monociclico o anillo

biciclico.

El término “heterociclo” se refiere a un anillo monociclico o policiclico no
aromatico que comprende d&tomos de carbono e hidrégeno y al menos un heteroatomo,
preferiblemente, de 1 a 4 heteroatomos seleccionados de nitrogeno, oxigeno y azufre y
que puede incluir sistemas de anillos condensados. Un grupo heterociclo puede estar
total o parcialmente saturado, o puede ser aromatico (heteroarilo). Preferiblemente, el
grupo heterociclo es un anillo monociclico, biciclico o triciclico que comprende de 3 a
15, preferiblemente de 5 a 15, mas preferiblmente de 5 a 10 miembros y de 1 hasta 3
heteroatomos. Ejemplos de grupos heterociclo incluyen aziridinilo, pirrolidinilo,
pirrolidino, piperidinilo, piperidino, piperazinilo, piperazino, morfolinilo, morfolino,
tiomorfolinilo, tiomorfolino, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotiofuranilo, tetrahidropiranilo,
piranilo, benzimidazol, benzotiazol, furano, pirrol, tiofeno, piridina, bipiridina,
pirimidina, isotiazol, isoxazol, imidazol, indol, purina, quinolina, tiadiazol. Un grupo

heterocicloalquilo.
El término “hal6geno” se refiere a cloro, bromo, yodo o flor.

El término “arilo” se refiere a un grupo aromatico que tiene entre 6 y 15,

preferiblemente entre 6 y 10 atomos de carbono, que comprende 1, 2 6 3 nucleos
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aromaticos, opcionalmente condensados, incluyendo los siguientes ejemplos no

limitativos: fenilo, naftilo, difenilo, indenilo, fenantrilo.

El término “haloalquilo” se refiere a un grupo alquilo tal y como se ha definido
previamente, donde al menos un 4tomo de hidrégeno ha sido sustituido por un

halégeno. Preferiblemente, el término haloalquilo se refiere a un grupo CF;.

Tal como se entiende en esta area técnica, puede haber un cierto grado de
sustitucion en los radicales definidos anteriormente. Las referencias del presente
documento con respecto a los grupos sustituidos indican que el radical especificado
puede estar sustituido en una o mas posiciones disponibles con uno o més sustituyentes.
Dichos sustituyentes incluyen, por ejemplo y en un sentido no limitativo, alquilo C;_,
cicloalquilo Cs;, arilo, heterociclo, heteroarilo, halégeno, ciano, nitro, trifluorometilo, -
N(R.)(Rp), -OR,, -SR,, -C(O)R,, -C(O)OR,, -C(O)N(R,)(Rp), -OC(O)R,; en los que
cada R, y Ry se selecciona independientemente de hidrégeno, alquilo C;-Cs, arilo,

heterociclo, heteroarilo y trifluorometilo.

Los compuestos de la presente invencion pueden estar en forma de sales,
preferiblemente sales farmacéuticamente aceptables, o en forma de solvatos. La
expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a cualquier sal que tras su
administracion al receptor puede proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto

tal como se describe en el presente documento.

El término “solvato” segliin esta invencion se entiende que significa cualquier
forma del compuesto activo segun la invencidon que tiene otra molécula (lo mas
probablemente un disolvente polar) unido a ¢l mediante enlaces no covalentes. Los
ejemplos de solvatos incluyen hidratos y alcoholatos, por ejemplo metanolato.

Preferiblemente, los solvatos son solvatos farmacéuticamente aceptables.

La preparacion de sales y solvatos puede llevarse a cabo mediante métodos
conocidos en la técnica. Los ejemplos de sales de adicidon de acido incluyen sales de
adicion de acido mineral tales como, por ejemplo, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato,
sulfato, nitrato, fosfato y sales de adicion de acido orgénico, tales como, por ejemplo,
acetato, trifluoroacetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato, tartrato, malato,

mandelato, metanosulfonato y p-toluenosulfonato. Preferiblemente, trifluoroacetato.

Composiciones farmacéuticas
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De acuerdo con un aspecto adicional, la invencion se refiere a una composicion
farmacéutica que comprende al menos un compuesto de la invencion, tal y como se ha

definido previamente, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” se refiere a composiciones y
entidades moleculares que son fisiologicamente tolerables y normalmente no producen
una reaccion alérgica o una reaccion desfavorable similar como trastornos gastricos,
mareo y similares, cuando se administran a un ser humano o un animal.
Preferiblemente, la expresion “farmacéuticamente aceptable” significa que esta
aprobado por una agencia reguladora de un gobierno estatal o federal o estd incluido en
la farmacopea estadounidense u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso

en animales, y mas particularmente en seres humanos.

El término “excipiente” se refiere a un diluyente, adyuvante, portador o vehiculo
con el que se administra el principio activo. Tales excipientes farmacéuticos pueden ser
liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los de origen de petrdleo,
animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuate, aceite de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares. Preferiblemente se emplean agua o soluciones
salinas de disolucion acuosa y disoluciones acuosas de dextrosa y glicerol como
portadores, particularmente para disoluciones inyectables. Portadores farmacéuticos

adecuados se describe en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” de E.W. Martin.

Para una mejor formulacion de la presente invencion, también pueden afiadirse

agentes dispersantes, tales como tensioactivos y/o polimeros.

La composicion farmacéutica de la invencidon puede administrarse en una
pluralidad de formas farmacéuticas de administracidon, por ejemplo solidas
(comprimidos, pildoras, cépsulas, granulos, etc.) o liquidas (disoluciones, suspensiones
o emulsiones). Puede llevarse a cabo la administracion, por ejemplo, por via oral
(sublingual, gastroentérica, rectal), parenteral (intravenosa, intraarterial, intracardiaca,

subcutdnea, transdérmica, intraperitoneal o intramuscular) o topica.
Usos

La interaccion entre moléculas pequefias y ADN de doble hebra provoca

cambios en la estructura y funcionalidad de dicho ADN, lo que puede permitir modular,

16



10

15

20

25

30

ES 2396 076 Al

mediante activacion o inhibicion, diversos procesos en los que el ADN esta

involucrado, como la transcripcion o replicacion, y con ello regular la actividad celular.

Seglin se ha descrito en esta solicitud, el uso de grupos protectores fotolabiles
permite inactivar temporalmente moléculas pequefias de unién al ADN de doble hebra.
La posterior irradiacion con luz permite liberar de nuevo la molécula y, de esa forma,
controlar espacial y temporalmente la actividad de la molécula, lo que podria permitir
tener control sobre procesos bioldégicos como la expresion génica, la sintesis de

proteinas y la proliferacion celular.

Ademas, las caracteristicas espectrales de estas moléculas pequefias cambian al
unirse al ADN, por lo que aquéllas que absorben en el UV se emplean habitualmente
como marcadores o colorantes de ADN y células (e.g. naranja de acridina, DAPI,
bromuro de etidio, ioduro de propinio Hoechst 33258 y Hoechst 33342). De nuevo,
siguiendo un proceso de proteccion/desproteccion (inactivacidon/activacion) como se ha
mencionado previamente, es posible controlar de forma eficaz la actividad de estos
marcadores. Por tanto, un aspecto adicional se dirige al uso de los compuestos de la
invencion, tal y como se han descrito previamente, para marcar in vitro secuencias de

ADN o células.

En un aspecto adicional, la invencion se dirige a un método in vitro para marcar
secuencias de ADN o células, que comprende (a) hacer interaccionar la secuencia de
ADN o la célula con una molécula pequena de union al ADN de doble hebra, y (b)

irradiar la muestra con luz UV.

Los cambios causados por la unién de moléculas pequenias al ADN de doble
hebra provocan alteraciones funcionales en el ADN debido a la imposibilidad,
disminucién o modificacion de la interaccion de otras moléculas con el ADN, como
factores de transcripcion, enzimas, etc. Generalmente, estas moléculas pequefias de
union al ADN de doble hebra actiian inhibiendo los procesos de transcripcion,
replicacion y reparacion del ADN, lo que inhibe la reproduccion de la célula y causa su
muerte. Por ello, este tipo de moléculas tienen importantes aplicaciones terapéuticas

como agentes antibacterianos, antivirales, antifungicos, antiparasitarios y antitumorales.

Un aspecto adicional se refiere al uso de los compuestos de la invencion, tal y

como se han descrito previamente, para la preparacion de un medicamento.
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Otro aspecto adicional se refiere al uso de los compuestos de la invencion, tal y
como se han descrito previamente, para la preparacion de un medicamento para el

tratamiento de enfermedades proliferativas y enfermedades microbianas.

En otro aspecto, la invencién se dirige a un método terapéutico, que comprende
la administracion de los compuestos de la invencion y posterior irradiacion con luz UV.
Preferiblemente, el método terapéutico se dirige al tratamiento de enfermedades

proliferativas y enfermedades microbianas.

La expresion “enfermedades proliferativas” se refiere a un crecimiento andmalo
de las células o a un crecimiento de células andémalas sin control fisioldgico. Las
enfermedades proliferativas pueden ser tumores benignos o malignos (canceres). Las
enfermedades proliferativas no cancerosas incluyen lipomas, adenomas, hemangiomas,
linfanginomas, nevus, teratomas, fibromas, mixomas, condromas, osteomas,
meningiomas, tumores gliomicos, leilomiomas, rabdomiomas, papilomas, angiomas y

miomas.

Ejemplos de canceres incluyen, pero sin limitarse a, cancer de bazo, colorectal
y/o de colon, carcinomas de colon, carcinomas de ovario, cadncer de ovario, cancer de
mama, carcinomas del utero, cancer de pulmon, cancer de estdémago, cancer de esofago,
cancer de higado, carcinomas del pancreas, cancer de rifidon, cancer de vejiga, cancer de
prostata, cancer de testiculos, cancer de hueso, cancer de piel, sarcoma, sarcomas de
Kaposi, tumores cerebrales, miosarcomas, neuroblastomas, linfomas y leucemias,

melanoma, glioma, meduloblastoma, carcinoma de cabeza y cuello.
En una realizacion particular, la enfermedad proliferativa es cancer.

La expresion “enfermedades microbianas” seglin se emplea en el presente
documento incluye enfermedades causadas por bacterias, virus, hongos y parasitos. Por
tanto, una realizacion particular se refiere al uso de los compuestos de la invencion, tal y
como se han definido previamente, en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades microbianas, preferiblemente enfermedades bacterianas,

virales, fingicas y parasitarias.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar por reaccion de la
molécula pequena de unién al ADN de doble hebra y el grupo protector fotolabil,

mediante métodos sintéticos habituales en el estado de la técnica y conocidos por el
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experto en la materia (e.g. P.J. Kocienski, “Protecting Groups”, Thieme 2005,
“March’s Advanced Organic Chemistry”, Wiley-Interscience 2001; T. W. Greene,
“Protective Groups in Organic Chemistry”, Wiley 2007).

La invencion se ilustrard a continuacién mediante pruebas realizadas por los

mventores.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Procedimiento de sintesis del dcido 2.2'-{1.5-pentanodiilbis[imino-4,1-

fenilen(iminometilen)imino] } bis[(2-nitrofenil)acetico (Nmoc,-pentamidina, ©1)

1. ) o @)
NH hig
OZN OZN )]\ 02N N'o o’N o 02N
1. HCI (conc) Cl3C” "OtBu d S
HO T AcO HO VOO
COptBu  EtaN, CHsCN, 1t
6

2. Ac,0 CO,H O CO,tBu
C4N 52 2.Cs;C03/ MeOH 0" ;2
B O.N
o 2
o o) ’
H
N o COJtBu N
ﬁs 2 \%
Hzl\h NH2 N o
H,N Hy NH o CO,H

2. TFA/ CH,Cly

Sintesis del ({[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]carbonil } oxi)(2-nitrofenil)acetato de terc-
butilo (7)

Sobre una disolucion del alcohol 6 (200 mg, 0.79 mmol - obtenido segun el
procedimiento descrito por Rossi et al. J. Biol. Chem. 1997, 272, 32933-32939) disuelto
en MeCN (8 mL) se afiadi6 EtsN (320 mg, 3.16 mmol) y N,N’-disuccinimidil carbonato

(213 mg, 0.95 mmol). Se agitdé durante 8 h a temperatura ambiente bajo atmosfera de
Ar, se elimino el disolvente y se purifico el residuo por cromatografia en gel de silice
(60% AcOEt/hexanos), obteniéndose el producto como un sélido blanco (178 mg,
60%).

'H-RMN (250MHz, CDCL): 1.12-1.43 (m, 9H), 2.83 (s, 4H), 6.7 (s, 1H), 7.55-
7.62 (m, 1H), 7.5-7.5 (m, 2H), 7.9-8.1 (m, 1H).

BC-RMN (250MHz, CDCls): 25.4 (CH2), 27.6 (CH3), 75.7 (CH), 84.8 (C),
125.4 (CH), 128.0(C), 128.8 (CH), 130.3 (CH), 133.9 (CH), 147.6 (C), 150.8 (C), 164.3
(©), 168.2 (C).

Sintesis del dcido 2.2'-41.5-pentanodiilbis[imino-4.1-fenilen(iminometilen)imino]}

bis[(2-nitrofenil)acetico (Nmoc,-pentamidina, ©1)
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La di-sal trifluoroacética de la azapentamidina (50 mg, 0.088 - obtenida segun el
procedimiento descrito por Bakunova et al. J. Med. Chem. 2009, 52, 2016-2035) se
disolvi6 en 1.8 mL de una disolucion previamente preparada de DIEA/DMF (0.195 M).
El compuesto ({[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]carbonil } oxi)(2-nitrofenil)acetato de terc-
butilo (75 mg, 0.19 mmol) se afiadié a la disolucién y el crudo de reaccion resultante se
agitd magnéticamente bajo atmosfera de Ar y en ausencia de luz durante 8 horas.
Trascurrido ese tiempo el disolvente se elimin6 a presion reducida y el producto se aisld
y purificé por cromatografia en columna de silice gel, obteniéndose como un so6lido
amarillento.

El producto aislado que contiene el grupo protector terc-butilo se disolvié en 4.5
mL de CH,Cl, y enfriado a 0 °C. A continuacion, se anadieron 4.4 mL de TFA
lentamente. Se dejo reaccionar con agitacidon magnética durante 2 h y posteriormente el
disolvente se elimin6 a presion reducida. Finalmente el crudo de reaccion se purifico en
fase reversa (Agua/MeCN) y las fracciones que contenian el producto deseado se
liofilizaron obteniéndose un sélido amarillento (63 mg, 0.079 mmol, 89% en total).

'H RMN (300 MHz, MeOD-d,): 1.28-1.30 (m, 2H), 1.69-1.73 (m, 4H), 2.86 (s,
2H, NH), 2.99 (s, 2H, NH), 3.24 (t, ] = 6.95 Hz, 4H), 6.74 (d, J = 9.12 Hz, 4H), 6.99 (s,
2H, CH), 7.67-7.83 (m, 12 H), 8.12 (s, 1H, NH), 8.14 (s, 1H, NH).

BC RMN (300 MHz, MeOD-dy): 25.6 (CH,), 29.7 (CH,), 43.7 (CH,), 73.5
(CH), 111.8 (C), 112.9 (CH), 126.4 (CH), 129.7 (C), 131.0 (CH), 131.8 (CH), 132.4
(CH), 135.0 (CH), 149.7 (C), 154.0 (C), 157.0 (C), 165.5 (C), 169.7(C).

Ejemplo 2. Procedimiento de sintesis de 3.8-bis({[(4.5-dimetoxi-2-

nitrobenzil)oxy]carbonil } amino)-5-metil-6-fenilfenantridinio (Nvoc,-etidio, ©2)

[a] o]
= — Myog-C ,U_\ —

J—NH, = MeO_ oy = N‘Jj‘o e
4 DIEA, DMF | H h H
MeCr NCy C)}L*N M OMe
P
- m2

A una disolucién de bromuro de etidio (100 mg, 0.253 mmol) en 25 mL de

DIEA/DMF (0.195 M) se agregd moderadamente cloruro de nitroveratril (209 mg,
0.759 mmol). La mezcla resultante se dejo reaccionar con agitacion magnética, bajo
atmosfera de Argon y en ausencia de luz durante 16 horas. Después de concentrar el

disolvente a presion reducida el crudo de reaccidon se purifico en fase reversa
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(Agua/MeCN) y las fracciones que contenian el producto deseado se liofilizaron

obteniéndose el producto como una sal trifluoroacética de color naranja (77 mg, 0.086

mmol, 34%).

Ejemplo 3. Procedimiento de sintesis de 4.5-dimetoxi-2-nitrobenzil[(4-{6-[({[(4.5-

dimetoxi-2-nitrobenzil)oxi]carbonilamino) (imino)metil]-1H-indol-2-

il} fenil)(imino)metil]carbamato (Nvoc,-DAPI, ©3)

NH O
P LI
__NvooCl_MeO PIS N)ko OMe
Soa e Al

(NS P —
EtsN, DMSO
MeO NO, O,N OMe

©3

En un eppendorf se disolviéo DAPI (12 mg, 0,034 mmol) en 0.7 mL de DMSO. A
continuacion, se afiadio Et;N (30 mg, 41 pL, 0.296 mmol, 8 equiv) y finalmente el
cloruro de nitroveratril (56 mg, 0.204 mmol, 6 equiv). La mezcla resultante se dejo
reaccionar con agitacion magnética y en ausencia de luz durante 16 horas. El crudo de
reaccion se purificd en fase reversa (Agua/MeCN) y las fracciones que contenian el
producto deseado se liofilizaron obteniéndose el producto como un solido amarillento
(14 mg, 0.018 mmol, 54 %).

"H RMN (500 MHz, MeOH-dy): 3.93 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 3.99 (s, 3H), 4.00 (s,
3H), 5.76 (s, 2H), 5.78 (s, 2H), 7.27 (s, 1H), 7.33 (d, J = 4.56 Hz, 2H), 7.51 (dd, J =
8.43, 1.72 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 2.99 Hz, 2H), 7.87 (d, J = 8.44 Hz, 1H), 7.97 (d, J =
8.57 Hz, 2H), 8.03 (s, 1H), 8.16 (d, J = 8.49 Hz, 2H).

BC RMN (300 MHz, MeOH-d,): 56.9 (CH3), 57.1 (CH3), 67.4 (CHa, Bn), 103.3
(CH), 109.5 (CH), 113.0 (CH), 114.3 (CH), 120.6 (CH), 121.8 (C), 122.9 (CH), 126.0
(C), 126.2 (C), 127.3 (CH), 130.7 (CH), 135.4 (C), 138.3 (C), 138.7 (C), 141.6 (C),
142.4 (C), 150.5 (C), 154.6 (C), 155.2 (C), 167.9 (C), 168.7 (C).

Ejemplo 4. Procedimiento de sintesis del 2.2'-{1.5-pentanodiilbis[imino-4,1-

fenilen(iminometilen)imino]}bis({[(2.5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]carbonil } 0xi)(4,5-

dimetoxi-2-nitrofenil)] (Nvocz-pentamidina ©4)

MeO Et3N MeCN ﬁ( b
8
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H H MeO NO, o
NN
s Meog;owo‘gﬁ MeO NO, Hﬁﬁ ON OMe
® ® o o.__N N__O

NH, NH,  EtsN,MeCN,r.t. MeO Al hid OMe

1a O NH NH O
©4

Sintesis del ({[(2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]carbonil } 0xi)-4.5-dimetoxi-2-nitrofenil (9)

Sobre una disolucion del alcohol 8 (500 mg, 2.35 mmol) disuelto en MeCN
(23.5 mL) se afiadié Et;N (950 mg, 9.4 mmol) y N,N’-disuccinimidil carbonato (721

mg, 2.82 mmol). Se agité durante 8 h a temperatura ambiente bajo atmosfera de Ar, se
elimino el disolvente y se purifico el residuo por cromatografia en gel de silice (60%
AcOEt/hexanos), obteniéndose el producto como un solido amarillo (607 mg, 73%).

'H-RMN (250MHz, CDCl): 2.85 (s, 4H), 3.96 (s, 3H), 4.05 (s, 3H), 5.78 (s,
2H), 7.04 (s, 1H), 7.75 (s, 1H).

BC-RMN (250MHz, CDCL): 25.4 (CH2), 56.4 (CH3), 56.6 (CH3), 69.1 (CH2),
108.2 (CH), 108.6 (CH), 125.3 (C), 139.1 (C), 148.5 (C), 151.3 (C), 154.1 (C), 168.4
(©).

Sintesis del 2.2'-{1.5-pentanodiilbis[imino-4.1-fenilen(iminometilen)imino]bis({[(2.,5-

dioxo-1-pirrolidinil)oxi]carbonil } oxi)(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil)] (Nvoc,-pentamidina,

©4)

La di-sal trifluoroacética de la azapentamidina (50 mg, 0.088 - obtenida segun el
procedimiento descrito por Bakunova et al. J. Med. Chem. 2009, 52, 2016-2035) se
disolvi6 en 1.8 mL de una disolucién previamente preparada de DIEA/DMEF (0.195 M).
El compuesto 9 (93 mg, 0.26 mmol) se afiadid a la disolucion y el crudo de reaccion
resultante se agitd magnéticamente bajo atmosfera de Ar y en ausencia de luz durante
una noche. Trascurrido ese tiempo el disolvente se elimind a presion reducida y el
producto se aisld y purificd por cromatografia en columna de silice gel, obteniéndose el
producto deseado (60 mg, 0.073 mmol, 83%).

'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢): 1.46 (m, 2H), 1.59 (m, 4H), 3.08 (dd, J =
12.42, 6.59 Hz, 4H), 3.87 (s, 6H), 3.87 (s, 6H), 5.37 (s, 4H), 6.42 (t, J = 5.35 Hz, 2H),
6.57 (d, J = 8.97 Hz, 4H), 7.21 (s, 2H), 7.69 (s, 2H), 7.81 (d, J = 8.88 Hz, 4H).

BC RMN (300 MHz, DMSO-de): 24.1 (CH,), 28.2 (CH,), 42.2 (CH»), 55.9
(CHs, OMe), 56.0 (CH3, OMe), 62.8 (CH2), 108.0 (CH), 110.5 (CH), 111.1 (CH), 119.2
(CH), 127.7 (C), 129.3 (CH), 139.6 (C), 147.6 (C), 152.3 (C), 153.0 (C), 163.3 (C),
166.8 (C).
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Espectroscopia de Fluorescencia

Las medidas se realizaron en un aparato Jobin—Yvon Fluoromax—3 (DataMax
2.20) acoplado a un controlador de temperatura Wavelength Electronics LFI-3751.
Todos los datos se midieron a 20 °C.

Los experimentos in vitro con ©1 se realizaron con los siguientes parametros:
incremento: 1.0 nm; tiempo de integracion: 0.2 s; ancho de ranura de excitacion: 2.0
nm; ancho de ranura de emision: 4.0 nm; longitud de onda de excitacion 329 nm y
medida de 345 nm a 500 nm.

Los experimentos in vitro con ©2 se realizaron con los siguientes parametros:
incremento: 1.0 nm; tiempo de integracion: 0.25 s; ancho de ranura de excitacion: 2.0
nm; ancho de ranura de emision: 4.0 nm; longitud de onda de excitacion 360 nm y
medida de 380 nm a 600 nm.

El oligonucledtido horquilla que contiene la secuencia diana AAATTT (SEQ ID
NO: 1) fue suministrado por Thermo Fischer Scientific GmbH.

La desproteccion de los grupos protectores fotolabiles se llevd a cabo mediante

irradiacion con un transiluminador con ldmpara de 8 watt (Amax aprox. 360 nm).

Ejemplo 5. Ensayos in vivo con los compuestos protegidos ©2 y ©3

Las células en las cuales se realizaron los experimentos in vivo pertenecen a la
linea celular Vero, el medio de cultivo de éstas es tampon DMEM (Dulbecco Modified
Eagle Medium) que contiene un 10% de FBS (Fetal Bovine Serum). El dia anterior al
experimento se trasladaron a unos pocillos que contenian sus correspondientes
cubreobjetos de 15 mm, posteriormente se lavaron y almacenaron con PBS sin suero.

Los ensayos con los compuestos (Nvoc;-ethidium, ©2) y (Nvoc,-DAPI, ©3) se
realizaron a una concentracion de 50 microM salvo en el caso en que se estudi6 el
efecto de la concentracion en relacion con su permeabilidad a las membranas celulares.

Una vez afnadido al medio de cultivo (Nvoc;-ethidium, ©2) o (Nvoc,-DAPI,
©3), se incubaron las células durante 30 min a temperatura ambiente y en la oscuridad,
transcurrido ese tiempo se lavaron 3 veces con PBS, una vez lavadas se trasladaron los
cubreobjetos con las células a los portaobjetos donde se montaron con Mowiol 4-88®
[100 mg/mL in 100 mM Tris-HCI1 pH 8.5, 25% glycerol and 0.1% DABCO (como
agenta antifiungico)] para su irradiacion y posterior visualizacion con microscopia de

fluorescencia.
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La desproteccion se realiz6 con un transiluminador UV para geles durante
diferentes tiempos antes de su observacion en el microscopio de fluorescencia. Las
iméagenes seleccionadas fueron tomadas con una cdmara digital Olympus DP-50,
después estas fueron procesadas con el programa informatico Adobe Photoshop (Adobe
Systems).

En las Figuras 5 a 8 se muestran las imagenes tomadas por microscopia de
fluorescencia de las células incubadas con los compuestos 2, ©2, 3 y ©3, antes y

después de ser irradiadas con luz UV.

Ejemplo 6. Ensayos de difusion en disco

La actividad antimicrobiana del compuesto ©4 se midid mediante el método
convencional de difusidon en disco con Candida albicans, siguiendo el procedimiento
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006).

La disolucién antimicrobiana se preparard utilizando agua o DMSO como
disolvente. Los discos estériles de 6 mm de didmetro (Liofilchem, Italia) embebidos en
el farmaco se mantuvieron en la superficie de Agar Mueller Hinton (Cultimed, Espana)
inoculado con la levadura.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h y las zonas de inhibicién se
midieron en milimetros. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9, donde se

muestra la actividad antimicrobiana del compuesto ©4 tras ser irradiado con luz UV.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto formado por una molécula pequefia de unién al ADN de doble hebra
que estd unida covalentemente a un grupo protector fotolabil, con la condicion de
que dicho compuesto no sea a su vez una molécula de union al ADN de doble

hebra.

Compuesto segun la reivindicacion 1, donde la molécula pequefia de uniéon al ADN
de doble hebra se selecciona de entre un agente intercalante, un agente alquilante o

un molécula de union al surco menor.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la molécula
pequeiia de union al ADN de doble hebra es un colorante de ADN, un agente

antitumoral o un agente antimicrobiano.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la molécula

pequeiia de unioén al ADN de doble hebra es un compuesto de formula (Ia) o (Ib):

HN NH
>—A—X—B—< HyN—A—X—B—NH;
HoN NH,

(Ia) (Ib)
donde
A y B se seleccionan cada uno independientemente de arilo y heteroarilo
opcionalmente sustituidos;
X puede no existir, de forma que A y B se encuentren condensados, o representa un
enlace, -O-, -S-, -NH-, -O-Y-O-, -S-Y-S-, -NH-Y-NH-, o un alquilo C;-Cq, arilo o
heteroarilo opcionalmente sustituidos;
Y se selecciona de alquilo C;-Cs, arilo y heteroarilo opcionalmente sustituidos,

o una sal o solvato del mismo.
Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la molécula

pequefia de union al ADN de doble hebra se selecciona de entre pentamidina, aza-

pentamidina, bromuro de etidio y 4°,6-diamidinio-2-fenilindol.
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Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el grupo

protector fotoldbil es un compuesto de formula (II):

R O

donde

n se selecciona de 0, 1, 2, 3 y 4;

R' y cada R® se seleccionan independientemente de hidrogeno, alquilo C;-Cs,
haloalquilo Ci-Cs, arilo Ce-Cis, heteroarilo C;-C;s y heterociclo Cs-Cis
opcionalmente sustituidos, NO,, CN, halégeno, -OR’, -SR’, -S(O)R”’, -S(O),R’, -
OS(0O):R’, -N(R")(R’’), -C(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)N(R’)(R’*), -OC(O)R’ y -
N(R’)C(O)R’’; donde cada R’ y R’’ se selecciona independientemente de
hidrogeno, alquilo C;-Cs, haloalquilo C;-Cs, cicloalquilo C;-C;, arilo Cg¢-Cis,
heteroarilo C3-C;s y heterociclo Cs-C;s opcionalmente sustituidos;

o dos grupos R* forman, junto con el anillo de fenilo al que estan unidos, un grupo

heterociclo.

Compuesto segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde:
n se seleccionade 0, 1 y 2;

1 . . , . . . .
R’ se selecciona de entre hidrogeno, metilo, trifluorometilo y carboxilo;

R’ representa metoxilo, o dos radicales R* contiguos forman un grupo —O-CH,-O-.

Compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde al menos uno

de R' y R? comprende un grupo ionizable a pH fisiologico.

, T : 1 p2
Compuesto segun la reivindicacion anterior, donde al menos uno de R" y R” es un

grupo carboxilo.

Compuesto segliin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el grupo

protector fotolabil se selecciona de:
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CO,H O
©\)\O ;e Me0:©\/\o)J\é§
NO, y MeO NO,

11. Compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores seleccionado de

entre un compuesto de formula (Illa) y (IIIb):

A—X—B
, O)]\N»_ J<N)]\o Z
R H H T (R%n
7 X
5 N02 02N
(I11a)
R' O o R!
N O)J\N/A—X—B\N)J\O _
R H H - - (R?)n
NO2 O,N
(IIIb)
donde A, B, X, n, R y R? son tal y como se han definido en las reivindicaciones
10 anteriores.

12. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores seleccionado de:

NO N_ N O,N
o_ _N N_ _O
hig T '
HO,C O  NH NH O  COMH
o o
MeO )J\ )J\ OMe
Y N~ o
MeO NO, % O,N OMe
P —

CF5C00°

NH O
O HN A\ J\
MeO )J\ N~ o OMe
H
O,N OMe ,

MeO NO,

H H

N_ _N

MeO NO, N OMe
H R H
o_ _N N_ _O ©4
MeO \”/ \ﬂ/ OMe,
O NH NH O
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o una sal o solvato del mismo.

Uso de un compuesto tal y como se ha definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 para el control in vitro de la expresion génica y la sintesis

de proteinas.

Uso de un compuesto tal y como se ha definido en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12 para marcar in vitro secuencias de ADN o células.

Composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto tal y como se ha
definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, y al menos un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

Uso de un compuesto tal y como se ha definido en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12, para preparar un medicamento.

Uso de un compuesto tal y como se ha definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento

de enfermedades proliferativas o de enfermedades microbianas.

Uso seglin la reivindicacion 17, donde la enfermedad proliferativa es cancer.

Uso segun la reivindicacion 17, donde la enfermedad microbiana es una

enfermedad bacteriana, viral, fingica o parasitaria.
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INTERNALIZACION Y ACTIVACION FOTOCONTROLADA DE MOLECULAS PEQUENAS
CAPACES DE UNIRSE AL ADN DE DOBLE HEBRA

P6352ES00

PatentIn version 3.5

1

31

DNA

Artificial Seqguence

oligonucledétido horquilla (hairpin) que contiene la secuencia
diana AAATTT

1

ggcgaaattt cgctttttgc gaaatttcgc c 31
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201131415

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 12.11.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-19 Si
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-19 Si
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201131415

1. Documentos considerados.-

A co ntinuacion se relacionan |os documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion parala
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicaciéon
D01 WO 2011007038 A2 20.01.2011
D02 0. VAZQUEZ et al., Org. Lett., 2010, vol. 12, n® 2, pgs. 216-219
D03 0. VAZQUEZ et al., Chem. Commun., 2010, vol. 46, pgs 5518-5520
D04 W. T. MONROE et al., J. Biol. Chem., 1999, vol. 274, n° 30,

pgs. 20895-20900

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

Lainvenciéon se refiere a un c ompuesto f ormado p or u na molécula pequena de unién al ADN d e do ble he bra uni da
covalentemente a un grupo protector fotolabil. La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que contiene
el compuesto, asi como a los usos del compuesto para el control in vitro de la expresion génica y sintesis de proteinas, para
el m arcado invitrodes ecuencias de ADN y parala preparacion d e un m edicamento utilizable en e | t ratamientod e
enfermedades proliferativas o microbianas.

El documento D01 divulga compuestos con estructura d e bis-4-aminobenzamidinas, su procedimiento de o btencién y uso
como agentes fluorogénicos de reconocimiento de secuencias de ADN debido a su capacidad para actuar como moléculas
de union al surco menor del ADN de doble hebra. La diferencia entre los compuestos aza-pentamidina descritos en D01 y
los delainvencionradicaenqu el os primeros no est an un idos covalentemente a un gr upo pr otector f otolabil ( ver
compuestos lay Ib).

El documento D02 divulga también derivados fluorogénicos de bis-4-aminobenzamidinas que presentan un aumento de su
emisién de fluorescencia cuando se unen especificamente a sitios A/T del surco menor del ADN de doble hebra, por lo que
resultan uUtiles para el reconocimiento d e dichas secuencias (ver Esquema 1). Como en el caso del documento D01, la
diferencia entre los compuestos descritos y los de la invencion radica en que los primeros no estan unidos covalentemente a
un grupo protector fotolabil.

El doc umento D 03 divulga un co mplejo f ormado por un der ivado d e bi s-4-aminobenzamidina ¢ on un s ustituyente 4 -
alcoxiaminopropano uni do ¢ ovalentemente a un co njugado m acrociclico D OTA[Ln3+] ounder ivado de cu marina, co n
capacidad como aceptores fluoréfobos (ver Esquemas 1y 2. Estos compuestos actuan sobre los procesos de transferencia
de energia inducidos por sitios especificos del ADN de doble hélice. En este caso tampoco el sustituyente unido se trata de
un grupo protector fotolabil.

El documento D04 divulga | a activacion/inactivacién de u n pldsmido de ADN qu e tiene unido co valentemente un grupo
protector f otolabil 1-(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil)diazoetano ( DMNPE). L a f otoactivacion con luz UV permite el control de la
expresion del plasmido y su uso potencial como marcador de secuencias (ver paginas 20898-20900). Aunque en este caso
el grupo protector fotolabil es de tipo o-nitrofeniletilo sustituido, la diferencia con los compuestos de la invencion radica en
que no se trata de una molécula pequeia de union al ADN (alquilante, intercalante o molécula de union al surco menor).

Los documentos citados muestran sélo el estado de la técnica del campo al que pertenece la investigacién. Ninguno de los
documentos D01-D04, tomados solos o en combinacién con los otros, revela ni contiene sugerencia alguna que dirija al
experto en la materia hacia un compuesto formado por una molécula pequefia de unién al ADN unida covalentemente a un
grupo pr otector f otolabil ( reivindicacién i ndependiente 1 ), ni hac ia una co mposicién f armacéutica que ¢ ontenga di cho
compuesto (reivindicacion independiente 15), ni tampoco el uso del mismo para el control in vitro de la expresidon génica y
sintesis de pr oteinas (reivindicacion i ndependiente 1 3), para el m arcado in v itro de se cuencias de A DN o cé lulas
(reivindicacion independiente 14), o para la preparacion de un medicamento utilizable en el tratamiento de enfermedades
proliferativas o microbianas (reivindicaciones independientes 16 y 17).

Por lo tanto, el objeto de la invencién segun las reivindicaciones 1-19 se considera que cumple los requisitos de novedad y
actividad inventiva recogidos en los arts. 6.1 y 8.1 LP 11/1986.
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