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DESCRIPCION
Complejos luminiscentes de lantanidos macrociclicos
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a ligandos macrociclicos y complejos lantanidos de estos, utiles como marcadores
luminiscentes, asi como también a los métodos que utilizan los ligandos y complejos de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Existe una necesidad continua y en expansién de métodos rapidos, altamente especificos para la deteccion vy
cuantificacion de sustancias quimicas, bioquimicas y bioldgicas como analitos en mezclas de investigacion vy
diagndstico. De particular valor son los métodos para medir pequefias cantidades de acidos nucleicos, péptidos,
productos farmacéuticos, metabolitos, microorganismos y otros materiales de valor diagnéstico. Los ejemplos de tales
materiales incluyen materiales bioactivos moleculares pequefios (p. €j., narcéticos y venenos, farmacos administrados
para propositos terapéuticos, hormonas), microorganismos y virus patégenos, anticuerpos, y enzimas y acidos
nucleicos, particularmente los implicados en los estados patolégicos.

La presencia de un analito particular puede determinarse frecuentemente mediante métodos de unién que explotan el
alto grado de especificidad que caracteriza a muchos sistemas bioquimicos y biolégicos. Los métodos que se usan
frecuentemente se basan, por ejemplo, en sistemas antigeno-anticuerpo, técnicas de hibridacion de acidos nucleicos, y
sistemas proteina-ligando. En estos métodos, la existencia de un complejo de valor diagndstico se indica tipicamente
por la presencia o ausencia de una "etiqueta" observable que se une a uno o mas de los materiales que interactuan. El
método especifico de etiquetado escogido frecuentemente dicta la utilidad y versatilidad de un sistema particular para
detectar un analito de interés. Las etiquetas preferidas son econémicas, seguras y capaces de unirse eficientemente a
una amplia variedad de materiales quimicos, bioquimicos y bioldgicos sin alterar significativamente las caracteristicas de
union importantes de estos materiales. La etiqueta debe dar una sefial altamente caracteristica, y debe encontrarse
raramente, y preferentemente nunca, en la naturaleza. La etiqueta debe ser estable y detectable en sistemas acuosos
en periodos de tiempo en el intervalo de hasta meses. La deteccion de la etiqueta es preferentemente rapida, sensible,
y reproducible sin la necesidad de instalaciones caras, especializadas o la necesidad de precauciones especiales para
proteger al personal. La cuantificacion de la etiqueta es preferentemente relativamente independiente de variables tales
como la temperatura y la composicion de la mezcla que se ensaya.

Se han desarrollado una amplia variedad de etiquetas, cada una con ventajas y desventajas particulares. Por ejemplo,
las etiquetas radiactivas son completamente versatiles, y pueden detectarse a concentraciones muy bajas. Tales
etiquetas son, sin embargo, caras, peligrosas, y su uso requiere de equipamiento sofisticado y personal entrenado. Por
lo tanto, existe un amplio interés en las etiquetas no radiactivas, particularmente en las etiquetas que sean observables
mediante técnicas espectrofotométricas, de resonancia de espin y de luminiscencia, y materiales reactivos, tales como
enzimas que produzcan tales moléculas.

Las etiquetas que son detectables mediante el uso de espectroscopia de fluorescencia son de particular interés, debido
al gran numero de tales etiquetas que se conocen en la técnica. Ademas, la literatura esta repleta de sintesis de
etiquetas fluorescentes derivatizados para permitir su facil unién a otras moléculas, y muchas de tales etiquetas
fluorescentes estan comercialmente disponibles.

Ademas de detectarse directamente, muchas etiquetas fluorescentes operan para inhibir la fluorescencia de una
segunda etiqueta fluorescente adyacente. Debido a su dependencia de la distancia y la magnitud de la interaccién entre
el inhibidor de fluorescencia y el fluoréforo, la inhibicion de la fluorescencia de las especies fluorescentes proporciona
una sonda sensible de configuracion molecular y unién, u otras, interacciones. Un ejemplo excelente del uso de pares
reportero fluorescente inhibidor de fluorescencia se encuentra en la deteccion y analisis de acidos nucleicos.

Los fluoréforos organicos convencionales generalmente tienen tiempos de vida de fluorescencia cortos, en el orden de
los nanosegundos (ns), que generalmente es demasiado corto para la discriminacion 6ptima de la fluorescencia de
fondo. Un esquema de deteccién alternativo, que es teéricamente mas sensible que la fluorescencia convencional, es la
luminiscencia resuelta en el tiempo. De acuerdo con este método, un metal lantanido quelado con un tiempo de vida
radiactivo largo se une a una molécula de interés. La excitacion pulsada combinada con un sistema de deteccion
controlado permite la discriminacién eficaz contra la emision de fondo de corta duracion. Por ejemplo, mediante el uso
de este enfoque, se ha demostrado la deteccion y la cuantificacion de hibridos de ADN a través de un anticuerpo
etiquetado con europio (Syvanen y otros, Nucleic Acids Research 14:1017-1028 (1986)). Ademas, el ADN biotinilado se
midié en pocillos de microtitulacion mediante el uso de estreptavidina etiquetada con Eu (Dahlen, Anal. Biochem. (1982),
164:78-83). Una desventaja, sin embargo, de estos tipos de ensayos es que la etiqueta debe desprenderse de la sonda
y su luminiscencia debe revelarse en una solucién de mejora.

En vista de las ventajas practicas predecibles se ha deseado generalmente que los quelatos de lantanidos empleados
debieran mostrar un retardo de la luminiscencia con tiempos de desintegracion de mas de 10 ys. La luminiscencia de
2
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muchos de los quelatos luminiscentes conocidos tiende a ser inhibida por el agua. Como el agua generalmente esta
presente en un ensayo, particularmente un sistema de inmunoensayo, los complejos lantanidos que experimentan
inhibicién de la luminiscencia en presencia de agua se consideran como algo desfavorable o como poco practicos para
muchas aplicaciones. Por otra parte, los cortos tiempos de desintegracion de la luminiscencia se consideran una
desventaja de estos compuestos. Esta inhibicion se debe a la afinidad de los iones lantanidos por coordinar las
moléculas de agua. Cuando el ion lantanido ha coordinado las moléculas de agua, la energia de la luz absorbida
(energia de excitacion) se inhibe en lugar de emitirse como luminiscencia.

Por lo tanto, son altamente deseables los quelatos de lantanidos, particularmente los quelatos coordinadamente
saturados que muestren excelentes propiedades luminiscentes. Alternativamente, son también ventajosos los quelatos
de lantanidos coordinadamente insaturados que muestren luminiscencia aceptable en presencia de agua. Tales
quelatos que se derivatizan para permitir su conjugacién a uno o mas componentes de un ensayo encuentran uso en
una variedad de diferentes formatos de ensayo. La presente invencion proporciona estos y otros de tales compuestos y
ensayos mediante el uso de estos compuestos. Los complejos de hidroxiisoftalamida (IAM) de iones lantanidos tales
como Tb* son potencialmente Utiles en una variedad de aplicaciones biologicas. De particular importancia para
aplicaciones bioldgicas es que estos complejos muestran estabilidad cinética en soluciones acuosas a concentraciones
a niveles de nM o por debajo de estos.
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Se han descrito ligandos hidroxiisoftalamida utiles en aplicaciones que requieren luminiscencia (Petoud y ofros, J. Am.
Chem. Soc. 2003, 125, 13324-13325; la patente de los Estados Unidos nim. 7,018,850 otorgada a Raymond y otros).
La cadena principal H(2,2) se ha empleado para sintetizar ligandos basados en isoftalamida tales como1y2en la
Figura 1. Esos ligandos octadentados manifiestan estabilidad termodinamica relativamente alta cuando se quelan a
iones lantanidos trivalentes. El ligando TIAM funcionalizado 2 se ha conjugado a biomoléculas y se ha usado como un
donador en estudios TR-LRET (Johansson y otros, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126(50):16451-16455). Puede hacerse
referencia adicional a: S. M. Cohen y otros "Inorganic Chemistry", 38(20), 1999, paginas 4522-4529.

Sin embargo, se mantiene una necesidad de complejos luminiscentes, que sean estables en condiciones
biolédgicamente relevantes y a bajas concentraciones, y que muestren simultdneamente bajas interacciones no
especificas con proteinas. La presente invencion se dirige a estas y otras necesidades.

Resumen de la invencién

Esta invencién proporciona una nueva clase de ligandos macrociclicos y complejos metalicos de estos. En particular, la
invencion proporciona complejos lantanidos luminiscentes. Incluso mas particularmente, la invencion proporciona
complejos luminiscentes de terbio y europio. Estos complejos muestran alta estabilidad y solubilidad en medio acuoso
asi como también altos rendimientos cuanticos de luminiscencia del ion lantanido en agua sin aumento externo, tal
como por micelas o fluoruro. Los complejos se forman entre un ion metalico de la serie de los lantanidos y una nueva
clase de ligandos macrociclicos. Los ligandos preferidos incorporan porciones de hidroxiisoftalamida dentro de su
estructura y se caracterizan por la union no especifica sorprendentemente baja a una variedad de polipéptidos
diferentes tales como anticuerpos y proteinas. Debido a sus propiedades quimicas y fisicoquimicas Unicas los complejos
de la presente invencién podrian encontrar uso en cualquier aplicacion que requiera luminiscencia en medios acuosos,
incluyendo sistemas de diagndsticos médicos y de ensayos bioanaliticos.
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Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto que tiene una estructura de acuerdo

con la Férmula (l11):
\/ \/

N.’—"La

L —x

14 NH

R1 3i§R6 RQAQEORZ Rog:ng 15%
7N\/‘§10
en donde

L', L2, L3 L4 LS LS L7, L8 L°y L' son miembros seleccionados independientemente de etileno sustituido o no
sustituido;

R', R?, R®y R*son miembros seleccionados independientemente de H, un grupo enzimaticamente labil, un grupo
hidroliticamente Iabil, un grupo metabodlicamente labil y una carga negativa Unica;

R5, R6, R7, RS’ RQ’ R10, R11, R12, R13, R14, R15 y R16 son H;

L' es heteroalquileno sustituido o no sustituido o alquileno sustituido o no sustituido; y

X es un miembro seleccionado de una amina, un acido carboxilico, un maleimidilo, un tiazolidilo, un éster de NHS
sustituido o no sustituido, un éster de NHS sulfonado y una porcion succinimidilo.

(1)

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un complejo luminiscente formado entre al menos un ion metalico y un
compuesto de la invencién.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de un analito en una
muestra. El método comprende (a) poner en contacto la muestra y una composicion que incluye un complejo de la
invencion; (b) excitar el complejo; y (c) detectar la luminiscencia del complejo. En un ejemplo, la presencia o ausencia
del analito se indica por la ausencia o presencia de luminiscencia del complejo.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de un analito en una
muestra. El método incluye (a) poner en contacto la muestra y una composicién que incluye un complejo de la
invencion, y un grupo modificador de luminiscencia, en donde la energia puede transferirse entre el complejo y el grupo
modificador de luminiscencia cuando el complejo se excita, y en donde el complejo y el grupo modificador de
luminiscencia puede ser parte de la misma molécula o ser parte de diferentes moléculas; y (b) excitar dicho complejo; y
(c) determinar la propiedad luminiscente de la muestra, en donde la presencia o ausencia del analito se indica por la
propiedad luminiscente de la muestra. En un ejemplo, la presencia o ausencia del analito en la muestra se indica por un
cambio en la propiedad luminiscente de la muestra.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un grafico que indica la estabilidad cinética del compuesto 1bajo diversas condiciones a temperatura
ambiente.

La Figura 2 es un grafico que indica la estabilidad cinética del compuesto 3bajo diversas condiciones a temperatura
ambiente.

La Figura 3 es un grafico que indica la estabilidad cinética del compuesto 5Abajo diversas condiciones a temperatura
ambiente.

La Figura 4 es un grafico que indica que el espectro de emisiéon de 5a-Tb no conjugado es comparable a los espectros
de emision obtenidos para diferentes conjugados de proteinas de 5a-Tb.

La Figura 5 es un grafico que compara los tiempos de vida de desintegracion de la luminiscencia de 5a-Tb no conjugado
o conjugado a estreptavidina.

La Figura 6 es un grafico que indica los espectros de absorcidon y emision del estado estacionario que se registraron
para el compuesto 4-Tb.

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones
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"Analito", como se usa en la presente descripcion, significa cualquier compuesto o molécula de interés para la que se
realiza una prueba diagnéstica, tal como un biopolimero o un material bioactivo molecular pequefio. Un analito puede
ser, por ejemplo, una proteina, un péptido, un carbohidrato, un polisacarido, una glicoproteina, una hormona, un
receptor, un antigeno, un anticuerpo, un virus, un sustrato, un metabolito, un analogo al estado de transicion, un
cofactor, un inhibidor, un farmaco, un colorante, un nutriente, un factor de crecimiento, un lipido etcétera, sin limitacion.

Como se usa en la presente descripcion, "transferencia de energia” se refiere al proceso mediante el que la emision de
la luz de un grupo luminiscente se altera por un grupo modificador de luminiscencia. Cuando el grupo modificador de
luminiscencia es un grupo inhibidor entonces la emision de la luz del grupo luminiscente se atenda (se inhibe). Los
mecanismos de transferencia de energia incluyen transferencia de energia por resonancia de luminiscencia mediante
interaccion dipolo-dipolo (p. €j., en transferencia de energia de mayor alcance) o transferencia de electrones (p. €j., a
través de distancias mas cortas). Mientras que la transferencia de energia frecuentemente se basa en el solapamiento
espectral del espectro de emision del grupo luminiscente y el espectro de absorciéon del grupo modificador de
luminiscencia, (ademas de la distancia entre los grupos) se ha demostrado que no se requiere necesariamente el
solapamiento espectral para que se produzca la transferencia de energia (ver p. €j., Latva y otros, la patente de los
Estados Unidos num.:5,998146).Debe entenderse que cualquier referencia a "transferencia de energia" en la presente
descripcion abarca todos los fendmenos mecanicamente diferentes.

"Par de transferencia de energia" se usa para referirse a un grupo de moléculas que participan en la transferencia de
energia. Tales complejos pueden comprender, por ejemplo, dos grupos luminiscentes, que pueden ser diferentes uno
del otro y un grupo inhibidor, dos grupos inhibidores y un grupo luminiscente, o multiples grupos luminiscentes y
multiples grupos inhibidores. En los casos donde existen multiples grupos fluorescentes y/o multiples grupos inhibidores,
los grupos individuales pueden ser diferentes unos de otros. Tipicamente, una de las moléculas actua como un grupo
luminiscente, y la otra actia como un grupo modificador de luminiscencia. El par de transferencia de energia preferido
de la invencion comprende un grupo luminiscente y un grupo inhibidor de la invencion. No hay limitacién en la identidad
de los miembros individuales del par de transferencia de energia descrito en la presente descripcion. Todo lo que se
requiere es que las propiedades espectroscopicas del par de transferencia de energia como un todo cambien en alguna
forma medible si la distancia entre los miembros individuales se altera en alguna cantidad critica.

Como se usa en la presente descripcion, "grupo modificador de luminiscencia" se refiere a una molécula de la invencion
que puede alterar en cualquier forma la emisiéon de luminiscencia de un grupo luminiscente. Un grupo modificador de
luminiscencia generalmente logra esto mediante un mecanismo de transferencia de energia. En dependencia de la
identidad del grupo modificador de luminiscencia, la emisidon de luminiscencia puede experimentar un numero de
alteraciones, que incluyen, pero sin limitar a, atenuacion, inhibicién completa, mejora, un desplazamiento en la longitud
de onda, un desplazamiento en la polaridad, y un cambio en el tiempo de vida de la luminiscencia. Un ejemplo de un
grupo modificador de luminiscencia es un grupo modificador de fluorescencia. Otro grupo modificador de luminiscencia
ilustrativo es un grupo inhibidor.

Como se usa en la presente descripcion, "grupo inhibidor" se refiere a cualquier grupo modificador de luminiscencia de
la invencion que puede atenuar al menos parcialmente la luz emitida por un grupo luminiscente. A esta atenuacion se
hace referencia en la presente descripcion como "inhibicion de la fluorescencia". Por lo tanto, la excitacion del grupo
luminiscente en presencia del grupo inhibidor conduce a una sefial de emision que es menos intensa que la esperada, o
incluso completamente ausente. La inhibicion se produce tipicamente mediante la transferencia de energia entre el
grupo luminiscente y el grupo inhibidor.

La "transferencia de energia de resonancia de fluorescencia" o "FRET" se usa indistintamente con "FET", y
"transferencia de energia de resonancia de luminiscencia (LRET)" se refiere a un fenédmeno de transferencia de energia
en el que la luz emitida por un grupo luminiscente excitado es absorbida al menos parcialmente por un grupo
modificador de luminiscencia de la invencién. El grupo modificador de luminiscencia puede ser, por ejemplo, un grupo
inhibidor. LRET depende de la transferencia de energia entre el grupo luminiscente y el grupo modificador de
luminiscencia. LRET también depende de la distancia entre el grupo modificador de luminiscencia y el grupo
luminiscente.

Las condiciones de "alta dilucion" o "H.D." como se describe en la presente descripcion se refiere a condiciones que son
mas adecuadas para obtener el producto deseado en lugar de los productos no deseados. En la realizacién de
reacciones quimicas especialmente las reacciones de ciclizacion, las condiciones de alta diluciéon se logran manteniendo
la concentracion de uno o mas reactivos lo suficientemente baja para reducir la formacion de subproductos poliméricos
no deseados. Diferentes reacciones tienen diferentes requisitos de concentraciéon de reactivos que pueden resolverse
para obtener el rendimiento deseado del producto deseado. Un experto en la técnica podria ser capaz de ajustar las
concentraciones de reactivos para lograr el rendimiento deseado del producto deseado. En una modalidad ilustrativa,
los compuestos de la invencién que se preparan bajo condiciones de alta dilucion se preparan de manera que la
concentracion de al menos un reactivo sea muy baja (aproximadamente 1 x 10-5 M o menos). Los productos deseados
pueden obtenerse de reacciones a concentraciones mas altas, pero el rendimiento de los productos deseados sera mas
bajo y los rendimientos de los productos no deseados seran mas altos.
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"Porcion" se refiere al radical de una molécula que se une a otra porcion.

El término "porcion objetivo" significa cualquier porcién unida a los complejos de la invencion. La porcién objetivo puede
ser una molécula pequefia, que incluye tanto a los no péptidos como a los péptidos. El grupo objetivo también puede ser
una macromolécula, que incluye sacaridos, lectinas, receptores, ligandos para receptores, proteinas tales como BSA,
anticuerpos, acidos nucleicos, soportes solidos y etcétera. El grupo objetivo también puede ser un lipido asi como
también un polimero, tal como una superficie plastica, un derivado de polietilenglicol y similares.

Como se usa en la presente descripcion, "acido nucleico" significa ADN, ARN, monocatenario, bicatenario, o motivos de
hibridacion mas altamente agregados, y cualquier modificacion quimica de estos. Las modificaciones incluyen, pero sin
limitar a, las que proporcionan grupos quimicos que incorporan carga adicional, polarizabilidad, enlaces de hidrégeno,
interacciones electrostaticas, y fluxionalidad a las bases del ligando acido nucleico o al ligando acido nucleico como un
todo. Tales modificaciones incluyen, pero sin limitar a, acidos nucleicos peptidicos, modificaciones del grupo fosfodiéster
(p- €j., fosforotioatos, metilfosfonatos), modificaciones del azucar en la posicién 2', modificaciones de la pirimidina en la
posiciéon 5, modificaciones de la purina en la posicién 8, modificaciones en las aminas exociclicas, sustitucion de 4-
tiouridina, sustitucién de 5-bromo o 5-yodo-uracilo; modificaciones en la cadena principal, metilaciones, combinaciones
inusuales de apareamiento de bases tales como las isobases, isocitidina e isoguanidina y similares. Las modificaciones
también pueden incluir las modificaciones 3' y 5' tales como la formacion de caperuza con un SL, un fluoréforo u otra
porcion.

"Péptido" se refiere a un polimero en el que los monémeros son aminoacidos y se unen mediante enlaces amida,
alternativamente denominados polipéptidos. Cuando los aminoacidos son alfa aminoacidos, pueden usarse ya sea el
isdbmero oOptico L o el isdmero 6ptico D. Ademas, se incluyen también los aminoacidos no naturales, por ejemplo, beta
alanina, fenilglicina y homoarginina. Los aminoacidos que cominmente se encuentran y que no son codificados por
genes también se pueden usar en la presente invencion. Todos los aminoacidos usados en la presente invencion
pueden ser ya sea el isomero D o L. Generalmente se prefieren los isémeros L. El término "péptido" o "polipéptido”,
como se usa en la presente descripcion, se refiere a péptidos de origen natural asi como también sintéticos. Ademas,
los peptidomiméticos también son utiles en la presente invencidon. Para una revisién general, ver, Spatola, A. F., en
CHEMISTRY AND BIOCHEMISTRY OF AMINO ACIDS, PEPTIDES AND PROTEINS, B. Weinstein, eds., Marcel
Dekker, Nueva York, pagina 267 (1983).

Cuando los grupos sustituyentes se especifican por su formula quimica convencional, escrita de izquierda a derecha,
ellos abarcan igualmente los sustituyentes quimicamente idénticos, que podrian resultar de escribir la estructura de
derecha a izquierda, p. gj., -CH,O- se enumera ademas como -OCHa-.

El término "alquilo”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa, a menos que se indique lo contrario, una
cadena lineal o ramificada, o radical hidrocarburo ciclico, o combinacién de estos, que pueden ser completamente
saturados, mono o poliinsaturados y pueden incluir radicales di y polivalentes, que tienen el niumero de atomos de
carbono indicados (es decir C1-Cqgsignifica uno a diez carbonos). Los ejemplos de radicales hidrocarburo saturados
incluyen, pero sin limitarse a, grupos tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo,
ciclohexilo, (ciclohexilo) metilo, ciclopropilmetilo, homodlogos e isémeros de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-
octilo, y similares. Un grupo alquilo insaturado es uno que tiene uno o mas enlaces dobles o triples. Los ejemplos de
grupos alquilo insaturados incluyen, pero sin limitar a, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentilo, 2-(butadienilo), 2,4-
pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y los homdlogos e isémeros superiores. El término
"alquilo”, a menos que se indique lo contrario, incluye también los derivados de alquilo definidos con mas detalle mas
abajo, tal como "heteroalquilo". Los grupos alquilo que se limitan a grupos de hidrocarbono se denominan
"homoalquilo".

El término "alquileno" por si mismo o como parte de otro sustituyente significa un radical divalente derivado de un
alcano, como se ejemplifica, pero sin limitar a, -CH>CH2CH;CHa-, e incluye ademas los grupos descritos mas abajo
como "heteroalquileno”. Tipicamente, un grupo alquilo (o alquileno) tendra de 1 a 24 atomos de carbono, con aquellos
grupos que tienen 10 o menos atomos de carbono, siendo los preferidos en la presente invencion. Un "alquilo inferior" o
"alquileno inferior" es un grupo alquilo o alquileno de cadena mas corta, que tiene generalmente ocho o menos atomos
de carbono.

Los términos "alcoxi”, "alquilamino" y "alquiltio" (o tioalcoxi) se usan en su sentido convencional, y se refieren a los
grupos alquilo unidos al resto de la molécula a través de un atomo de oxigeno, un grupo amino, o un atomo de azufre,
respectivamente.

El término "heteroalquilo”, por si mismo o en combinacién con otro término, significa, a menos que se indique lo

contrario, una cadena lineal o ramificada estable, o radical hidrocarburo ciclico, o combinaciones de estos, que consiste

en el nimero indicado de atomos de carbono y al menos un heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en O, N,

Si y S, y en donde los atomos de nitrogeno y azufre opcionalmente pueden estar oxidados y el heteroatomo de

nitrégeno opcionalmente puede estar en estado cuaternario. El(los) heteroatomo(s) O, N, S, B y Si puede(n) colocarse

en cualquier posicion interior del grupo heteroalquilo o en la posicidon en la que el grupo alquilo se une al resto de la
6
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molécula. Los ejemplos incluyen, pero sin limitar a, -CH2-CH,-O-CHgs, -CH2-CH2-NH-CHs, -CH2-CH2-N(CHs)-CHs, -CHa-
S-CHz-CH3, -CHz-CHz,-S(O)-CH3, -CHz-CHz-S(O)z-CH3, -CH=CH-O-CH3, -Si(CH3)3, -CHz-CH=N-OCH3, y -CH=CH-
N(CHs)-CHs. Hasta dos heteroatomos pueden ser consecutivos, tales como, por ejemplo, -CH2-NH-OCH3 y -CH2-O-
Si(CH3)s. De forma similar, el término "heteroalquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente significa un
radical divalente derivado de heteroalquilo, como se ejemplifica, pero sin limitar a, -CH,-CH,-S-CHz-CHa- y -CH2-S-CH,-
CH2-NH-CHgz-. Para los grupos heteroalquileno, los heteroatomos también pueden ocupar cualquiera de los terminales
de la cadena o ambos (p. €j., alquilenoxi, alquilendioxi, alquilenamino, alquilendiamino, y similares). Mas aun, para los
grupos de enlace alquileno y heteroalquileno, ninguna orientacion del grupo de enlace esta implicita en la direccion en la
que se escribe la formula del grupo de enlace. Por ejemplo, la formula -C(O)2R'- representa tanto a -C(O);R'- como a -
R'C(O)-.

Los términos "cicloalquilo" y "heterocicloalquilo”, por si mismos o en combinacién con otros términos, representan, a
menos que se indique lo contrario, versiones ciclicas de "alquilo" y "heteroalquilo”, respectivamente. Ademas, para el
heterocicloalquilo, un heteroatomo puede ocupar la posicién en la cual el heterociclo se une al resto de la molécula. Los
ejemplos de cicloalquilo incluyen, pero sin limitar a, ciclopentilo, ciclohexilo, 1-ciclohexenilo, 3-ciclohexenilo, cicloheptilo,
y similares. Los ejemplos de heterocicloalquilo incluyen, pero sin limitar a, 1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-piperidinilo, 2-
piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-morfolinilo, tetrahidrofurano-2-ilo, tetrahidrofurano-3-ilo, tetrahidrotien-2-ilo,
tetrahidrotien-3-ilo, 1 -piperazinilo, 2-piperazinilo, y similares.

Los términos "halo" o "halégeno”, por si mismos o como parte de otro sustituyente, significa a menos que se indique lo
contrario, un atomo de fluor, cloro, bromo, o yodo. Ademas, los términos tales como "haloalquilo”, incluyen
monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, el término "halo(C4-Cs)alquilo” incluye, pero sin limitar a, trifluorometilo,
2,2, 2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo, 3-bromopropilo, y similares.

El término "arilo" significa, a menos que se indique lo contrario, un sustituyente poliinsaturado, aromatico que puede ser
un unico anillo o mudltiples anillos (preferentemente de 1 a 3 anillos), que se fusionan juntos o se enlazan
covalentemente. El término "heteroarilo” se refiere a grupos arilo (o anillos) que contienen de uno a cuatro heteroatomos
que se seleccionan de N, O, y S, en donde los atomos de nitrégeno y azufre estan oxidados de manera opcional y el
atomo(s) de nitrogeno esta en estado cuaternario de manera opcional. Un grupo heteroarilo puede unirse al resto de la
molécula a través de un heteroatomo. Los ejemplos no limitantes de los grupos arilo y heteroarilo incluyen fenilo, 1-
naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, 1-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo, 3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, pirazinilo, 2-oxazolilo,
4-oxazolilo, 2-fenilo-4-oxazolilo, 5-oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-
furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridil, 3-piridil, 4-piridil, 2-pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2-
bencimidazolilo, 5-indolilo, 1-isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo, y 6-quinolilo. Los
sustituyentes para cada uno de los sistemas anulares arilo y heteroarilo anteriormente denotados son seleccionados del
grupo de sustituyentes aceptables descritos mas abajo.

Para abreviar, el término "arilo" cuando se usa en combinacién con otros términos (p. ej., ariloxi, ariltioxi, arilalquilo)
incluye tanto los anillos arilo como heteroarilo como se definié anteriormente. Por lo tanto, el término "arilalquilo” incluye
los radicales en los que un grupo arilo se une a un grupo alquilo (p. €j., bencilo, fenetilo, piridilmetilo y similares)
incluyendo los grupos alquilo en los que un atomo de carbono (p. €j., un grupo metileno) se ha sustituido, por ejemplo,
por un atomo de oxigeno (p. ej., fenoximetilo, 2-piridiloximetilo, 3-(1-naftiloxi)propilo, y similares).

Cada uno de los términos anteriores (p. €j., "alquilo”, "heteroalquilo”, "arilo" y "heteroarilo") incluyen tanto las formas
sustituidas como las no sustituidas del radical indicado. Los sustituyentes preferidos para cada tipo de radical se
proporcionan mas abajo.

Los sustituyentes para los radicales alquilo y heteroalquilo (incluyendo aquellos grupos frecuentemente referidos como
alquileno, alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquenilo, y
heterocicloalquenilo) genéricamente se refieren como "sustituyentes del grupo alquilo”, y pueden ser uno o mas de una
variedad de grupos seleccionados de, pero sin limitar a: arilo sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no
sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, -OR', =O, =NR', =N-OR', -NR'R", -SR', - halégeno, -SiR'R"R", -
OC(O)R', -C(O)R, -COzR, -CONRR", -OC(O)NRR"-NR"C(O)R', -NR-C(O)NR"R™, -NR"C(O)R', -NR-
C(NR'R"R™)=NR™, -NR-C(NR'R")=NR", -S(O)R’, -S(O)2R’, -S(0):NR'R", -NRSO2R’, -CN y -NO, en un numero en el
intervalo de cero a (2m'+1), donde m' es el numero total de atomos de carbono en dicho radical. R', R", R" y R™ cada
uno preferentemente y de manera independiente se refiere a hidrégeno, heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo
sustituido o no sustituido, p. ej., arilo sustituido con 1-3 halégenos, alquilo sustituido o no sustituido, grupos alcoxi o
tioalcoxi, o grupos arilalquilo. Cuando un compuesto de la invencion incluye mas de un grupo R, por ejemplo, cada uno
de los grupos R se selecciona independientemente como cada uno de los grupos R', R", R" y R™ cuando mas de uno
de estos grupos esta presente. Cuando R'y R" se unen al mismo atomo de nitrégeno, estos pueden combinarse con el
atomo de nitrogeno para formar un anillo de 5-, 6-, o 7-miembros. Por ejemplo, -NR'R" incluye, pero sin limitar a, 1-
pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir de la descripcion anterior de los sustituyentes, un experto en la técnica comprendera
que el término "alquilo" incluye grupos que incluyen atomos de carbono unidos a grupos diferentes a los grupos
hidrogeno, tales como haloalquilo (p. ej., -CF3y -CH;CF3) y acilo (p. ej., -C(O)CHs, -C(O)CF3;, -C(O)CH,OCHSs, y
similares).
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Similar a los sustituyentes descritos para el radical alquilo, los sustituyentes para los grupos arilo y heteroarilo se
refieren genéricamente como "sustituyentes del grupo arilo". Los sustituyentes se seleccionan de, por ejemplo: alquilo
sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo
sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido, halégeno, -OR’, =0, =NR’, =N-OR', -NR'R",-SR’, -
halégeno, -SiR'R"R™, -OC(O)R’, -C(O)R', -CO2R', -CONR'R", -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R', -NR-C(O)NR"R"™, -NR"C(O):R',
-NR-C(NR'R"R™)=NR™, -NR-C(NR'R")=NR",-S(O)R’, -S(0)2R’, -S(0).NR'R", -NRSO2R’, -CN y -NO2, -R', -N3, -CH(Ph)a,
fluoro(C4-Cs)alcoxi, y fluoro(C4-Cs)alquilo, en un nimero en el intervalo desde cero hasta el nimero total de valencias
abiertas en el sistema de anillo aromatico; y donde R', R", R" y R™ se seleccionan preferentemente de manera
independiente del hidrogeno, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o
no sustituido y heteroarilo sustituido o no sustituido. Cuando un compuesto de la invencién incluye mas de un grupo R,
por ejemplo, cada uno de los grupos R se selecciona independientemente como cada uno de los grupos R', R", R" y R"
cuando mas de uno de estos grupos esta presente.

Dos de los sustituyentes en los atomos adyacentes del anillo de arilo o heteroarilo opcionalmente pueden reemplazarse
con un sustituyente de la formula -T-C(O)-(CRR")q-U-, en donde T y U son independientemente -NR-, -O-, -CRR'- o0 un
enlace simple, y g es un entero de 0 a 3. Alternativamente, dos de los sustituyentes en los atomos adyacentes del anillo
de arilo o heteroarilo pueden reemplazarse opcionalmente con un sustituyente de la formula-A-(CHz)-B-, en donde Ay
B son independientemente -CRR'-, -O-, -NR-, -S-, -S(O)-, -S(0O)-, -S(0)2NR'- 0 un enlace simple, y r es un entero de 1 a
4. Uno de los enlaces simples del nuevo anillo asi formado puede estar opcionalmente sustituido con un doble enlace.
Alternativamente, dos de los sustituyentes en los atomos adyacentes del anillo de arilo o heteroarilo opcionalmente
pueden reemplazarse con un sustituyente de la férmula-(CRR')s-X-(CR"R")q4-, donde s y d son independientemente
enteros de 0 a 3, y X es -O-, -NR'-, -S-, -S(0)-, -S(O)2-, 0 -S(O)2NR'-. Los sustituyentes R, R', R''y R' " se seleccionan
preferiblemente y de manera independiente entre hidrégeno o alquilo sustituido o no sustituido (C4-Cs).

Como se usa en la presente descripcion, el término "heteroatomo" incluye oxigeno (O), nitrdgeno (N), azufre (S), silicio
(Si) y boro (B).

El simbolo "R" es una abreviatura general que representa un grupo sustituyente que se selecciona de alquilo sustituido
0 no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no
sustituido, y grupos heterociclilo sustituido o no sustituido.

La presente invencion incluye todas las formas de sales de esas moléculas que contienen grupos funcionales
ionizables, tales como grupos basicos y acidos. El término "sales farmacéuticamente aceptables” incluyen las sales de
los compuestos activos que se preparan con acidos o bases relativamente no toxicas, dependiendo de los sustituyentes
particulares encontrados en los compuestos descritos en la presente descripcion. Cuando los compuestos de la
presente invencién contienen funcionalidades relativamente acidas, las sales de adicién basicas pueden obtenerse
poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente de la base deseada, ya sea puro
o en un disolvente inerte adecuado. Ejemplos de sales de adicion basicas farmacéuticamente aceptables incluyen la sal
de sodio, potasio, calcio, amonio, amino organico, o magnesio, o una sal similar. Cuando los compuestos de la presente
invencion contienen funcionalidades relativamente basicas, las sales de adiciéon de acido pueden obtenerse poniendo en
contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, ya sea puro o en un
disolvente inerte adecuado. Los ejemplos de sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables incluyen las
derivadas de acidos inorganicos como acido clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbdnico, monohidrogencarbénico,
fosférico, monohidrogenfosférico, dihidrogenfosférico, sulfurico, monohidrogensulfirico, yodidrico o fosforoso vy
similares, asi como las sales derivadas de acidos organicos relativamente no tdxicos como acético, propionico,
isobutirico, maleico, malénico, benzoico, succinico, subérico, fumarico, lactico, mandélico, ftalico, bencenosulfénico, p-
tolilsulfénico, citrico, tartarico, metanosulfénico, y similares. Ademas se incluyen las sales de aminoacidos tales como
arginato y similares, y sales de acidos organicos como los acidos glucuronico o galactundrico y similares (ver, por
ejemplo, Berge y otros, Journal of Pharmaceutical Science, 66:1-19 (1977)). Ciertos compuestos especificos de la
presente invencion contienen funcionalidades tanto basicas como acidas que permiten que los compuestos se
conviertan ya sea en sales de adicion basicas o acidas.

Las formas neutras de los compuestos se regeneran preferentemente poniendo en contacto la sal con una base o acido
y aislando el compuesto original de la manera convencional. La forma original del compuesto difiere de las diversas
formas de sal en ciertas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en disolventes polares, pero de otro modo las
sales son equivalentes a la forma original del compuesto para los propdsitos de la presente invencion.

Cuando un residuo (tal como R', R2, R3y R*) se define en la presente descripcion como una carga negativa Unica,
entonces el residuo opcionalmente puede incluir un contraién catiénico. La forma de sal resultante del compuesto esta
abarcada en la estructura tal como se presenta.

Ciertos compuestos de la presente invencidon pueden existir en formas no solvatadas asi como en formas solvatadas,
que incluyen las formas hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas no solvatadas y se
incluyen dentro del alcance de la presente invencion. Ciertos compuestos de la presente invencion pueden existir en
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multiples formas cristalinas o amorfas. Generalmente, todas las formas fisicas son equivalentes para los usos
contemplados en la presente invencion y se pretenden que estén dentro del alcance de la presente invencion.

Ciertos compuestos de la presente invencién poseen atomos de carbono asimétricos (centros 6pticos) o dobles enlaces;
los racematos, diasteredbmeros, isémeros geométricos e isémeros individuales se incluyen dentro del alcance de la
presente invencion.

Las representaciones graficas de los compuestos racémicos, ambiscalémicos y escalares o enantioméricamente puros
utilizados en la presente memoria se toman Maehr, J. Chem. Ed., 62:114-120 (1985): las cufias solidas y discontinuas
se usan para indicar la configuracion absoluta de un elemento quiral; las lineas onduladas indican el rechazo de
cualquier implicacion estereoquimica que el enlace que representa pueda generar; las lineas en negrita sdlidas y
discontinuas son descriptores geométricos que indican la configuracion relativa mostrada pero que no implican ninguna
estereoquimica absoluta; y los contornos de la cufia y las lineas punteadas o discontinuas denotan compuestos
enantioméricamente puros de configuracion absoluta indeterminada.

Los términos "exceso enantiomérico" y "exceso diastereomérico" se usan indistintamente en la presente descripcion.
Los compuestos con un estereocentro Unico se refieren como presentes en "exceso enantiomérico”, aquellos con al
menos dos estereocentros se refieren como presentes en "exceso diastereomérico."

Los compuestos de la presente invencion pueden contener también proporciones no naturales de isétopos atémicos en
uno o mas de los atomos que constituyen tales compuestos. Por ejemplo, los compuestos pueden etiquetarse
radiactivamente con isotopos radiactivos, tales como por ejemplo tritio (3H), yodo-125 (') o carbono-14 (4C). Todas
las variaciones isotépicas de los compuestos de la presente invencion, sean radioactivos o no, se pretende que estén
incluidos en el alcance de la presente invencion.

Introduccion

La presente invencion proporciona una clase de sondas luminiscentes que se basan en quelatos metalicos, que se
forman entre el i6bn metalico y una nueva clase de ligandos macrociclicos. En particular, la invenciéon proporciona
complejos lantanidos luminiscentes. Incluso mas particularmente, la invencion proporciona complejos luminiscentes de
terbio y europio. Estos complejos muestran alta estabilidad asi como también altos rendimientos cuanticos de la
luminiscencia del ion lantanido en medio acuoso sin la necesidad de agentes activadores secundarios, tales como por
micelas o fluoruro. Los ligandos preferidos incorporan porciones hidroxi-ftalamida dentro de su estructura macrociclica y
se caracterizan por una estabilidad cinética sorprendentemente alta y union inesperadamente baja, no especifica a una
variedad de diferentes polipéptidos tales como anticuerpos y proteinas. Estas caracteristicas los distinguen de ligandos
conocidos, de estructura abierta.

El valor de estos complejos de lantanidos se obtiene a partir de sus altas eficiencias cuanticas y sus coeficientes de
absorcion relativamente altos. Estas propiedades hacen a los ligandos tales como el compuesto 5 utiles para
aplicaciones de transferencia de energia de resonancia de luminiscencia resuelta en el tiempo homogénea (TR-LRET)
donde las moléculas donadoras y aceptoras se usan a bajas concentraciones. Los complejos de la presente invencion
pudieran encontrar uso en cualquier aplicacion que requiera fuerte luminiscencia bajo condiciones acuosas incluyendo
diagndsticos médicos y sistemas de ensayos bioanaliticos, tales como inmunoensayos, ensayos de escision de
péptidos, ensayos de ADN reporteros y similares. Ademas, estos complejos y sus derivados pueden encontrar amplia
aplicabilidad en la nanotecnologia (incorporacion en particulas) y en la ciencia de materiales donde los complejos
pudieran embeberse en materiales sélidos que permiten la transmisién de la luz.

Los fluoréforos de la invenciéon pueden usarse con otros fluoréforos o inhibidores como componentes de las sondas de
transferencia de energia. Muchas etiquetas luminiscentes o no luminiscentes son utiles en combinacién con los
complejos de la invencion y muchas de tales etiquetas estan disponibles de fuentes comerciales, tales como SIGMA
(San Luis) o Invitrogen, que son conocidas por el experto en la técnica. Ademas, los expertos en la técnica reconoceran
cémo seleccionar un fluoréforo apropiado para una aplicacion particular y, si no esta facilmente disponible, seran
capaces de sintetizar el fluoréforo o inhibidor de novo necesario o modificar sintéticamente los compuestos
luminiscentes comercialmente disponibles para llegar a la etiqueta fluorescente deseada.

Ademas de los fluoréforos de moléculas pequefias, las proteinas fluorescentes de origen natural y los analogos
modificados mediante ingenieria genética de tales proteinas son utiles con los compuestos de la presente invencion.
Tales proteinas incluyen, por ejemplo, las proteinas verdes fluorescentes de los cnidarios (Ward y otros, Photochem.
Photobiol. 1982, 35:803-808; Levine y otros, Comp. Biochem. Physiol. 1982, 72B:77-85), proteina amarilla fluorescente
de la cepa Vibrio fischeri (Baldwin y otros, Biochemistry 1990, 29:5509-15), Peridinina-clorofila del Symbiodinium
dinoflagelado sp. (Morris y otros, Plant Molecular Biology 1994, 24:673:77), ficobiliproteinas de cianobacterias marinas,
tales como Synechococcus, p. €j., ficoeritrina y ficocianina (Wilbanks y otros, J. Biol.Chem.1993, 268:1226-35), y
similares.

Los compuestos de la invencion pueden usarse como sondas, como herramientas para separar iones particulares de
otros solutos, como sondas en microscopia, enzimologia, quimica clinica, biologia molecular y medicina. Los
9
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compuestos de la invencién también son Utiles como agentes terapéuticos y como agentes de diagnostico en métodos
de imagenologia. Por otra parte, los compuestos de la invencion son utiles como componentes de amplificadores
opticos de la luz, guias de ondas y similares. Ademas, los compuestos de la invencion pueden incorporarse en tintas y
colorantes, tales como los usados en la impresién de billetes y otros instrumentos.

En una modalidad, los compuestos de la invenciéon muestran luminiscencia después de excitarlos de cualquier forma
conocida en la técnica, incluyendo, por ejemplo, con luz o energia electroquimica (ver, por ejemplo, Kulmala y ofros,
Analytica Chimica Acta 1999, 386:1). La luminiscencia, en el caso de los compuestos quirales de la invencion, puede
estar polarizada circularmente (ver, por ejemplo, Riehl y ofros, Chem. Rev. 1986, 86:1).

Los compuestos, sondas y métodos descritos en las siguientes secciones generalmente son representativos de las
composiciones de la invencion y los métodos en los que tales composiciones pueden usarse. La siguiente descripcion
pretende ser ilustrativa de aspectos y modalidades seleccionadas de la presente invencion y no deberia interpretarse
como limitante del alcance de la presente invencion.

Composiciones

En un primer aspecto, la presente invenciéon proporciona un compuesto que tiene una estructura de acuerdo con la
Formula 111

L —x
/ \/ NLE
O " RWA NHO
rR'o 3?5—}26 RLCEOW RO R'? R'® oR?
! o= R™ R X0
HN, NH

(1)
en donde

L', L2, L3 L4 LS LS L7, L8 L°y L' son miembros seleccionados independientemente de etileno sustituido o no
sustituido;

R', R?, R®y R*son miembros seleccionados independientemente de H, un grupo enzimaticamente labil, un grupo
hidroliticamente Iabil, un grupo metabodlicamente Iabil y una carga negativa Unica;

R5, R6, R7, RS’ RQ’ R10, R11, R12, R13, R14, R15 y R16 son H;

L' es heteroalquileno sustituido o no sustituido o alquileno sustituido o no sustituido; y

X es un miembro seleccionado de una amina, un acido carboxilico, un maleimidilo, un tiazolidilo, un éster de NHS
sustituido o no sustituido, un éster de NHS sulfonado y una porcion succinimidilo.

Porcién Funcional
Los compuestos de la invencién se derivatizan con una porcion funcional.

La porcién funcional tiene la estructura:

_L11_X

en donde L'' es heteroalquileno sustituido o no sustituido o alquileno sustituido o no sustituido; y X es un miembro
seleccionado de una amina, un acido carboxilico, un maleimidilo, un tiazolidilo, un éster de NHS sustituido o no
sustituido, un éster de NHS sulfonado y una porcién succinimidilo.

La porcion funcional preferentemente se une, de manera que el ligando funcionalizado resultante sera capaz de
experimentar formacion de complejos estables de iones metalicos. En una modalidad ilustrativa, el compuesto de la
presente invencion es el ligando macrociclico 3 derivatizado con la porciéon funcional en la posicion (aa). La Figura 2
muestra otros sitios adicionales posibles de derivatizacién para 3
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Figura 2

(€} (bb) (an)

vy
(.-N\—/N\) NH

(dd)

3 (ee)
2,

BH(2,2-2,2)IAM

El compuesto tiene la siguiente estructura:

L'—x

/2\/\/
\ \/‘\‘”/

En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en la presente descripcion, la composicion también comprende
un metal, formando asi un complejo. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, el metal es
un lantanido. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, el lantanido es un miembro
seleccionado de Nd, Sm, Eu, Tb, Dy y Yb. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, el
lantanido es Tb. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, el lantanido es Eu.

(110

En una modalidad ilustrativa, el compuesto comprende dos porciones funcionales. Uno de estos grupos funcionales se
une a L*y el otro grupo funcional puede unirse a un miembro seleccionado de L', L? y L. En otra modalidad ilustrativa,
uno de estos grupos funcionales se une a L* y el otro grupo funcional se une a un miembro seleccionado de LS, L7, L°y
L. En otra modalidad ilustrativa, uno de estos grupos funcionales se une a L*y el otro grupo funcional se une a un
miembro seleccionado de L3y L8 En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, la
composicion comprende también un metal, formando asi un complejo. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto
descrito en este parrafo, el metal es un lantanido. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este
parrafo, el lantanido es un miembro seleccionado de Nd, Sm, Eu, Tb, Dy y Yb. En una modalidad ilustrativa, en un
compuesto descrito en este parrafo, el lantanido es Tb. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este
parrafo, el lantanido es Eu.

L' es heteroalquileno sustituido o no sustituido o alquileno sustituido o no sustituido y X es un miembro seleccionado de
una amina, un acido carboxilico, un maleimidilo, un tiazolidilo, un éster de NHS sustituido o no sustituido, un éster de

NHS sulfonado y una porcion succinimidilo. En una modalidad ilustrativa, el compuesto de la Formula (lIl) L'-X es un
miembro seleccionado de

HzN,

o H o
Q N. - (o] o)
AP e AN ARG Of §es SVUN W)

2 kd 2 2 "
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H Q. ; H H
‘1’{\/\’ M ‘}Nj N oH i{\/\/N oH
a3 s . ; '1{\/\/ m ; 1!/\0/\('!/

.

Q

y

Los compuestos preferidos de la invencion tienen la estructura:

A s et
B ﬁi 3»'? ¥ DHEDE

H

L -
oy ”\/J

en donde L', X, R5 R® R’ R R°R'", R'" R'™, R' R" R'"y R'son como se definen anteriormente. En otra
modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, la composicién comprende también un metal, formando
asi un complejo. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, el metal es un lantanido. En
una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en este parrafo, el lantanido es Tb. En una modalidad ilustrativa, en
un compuesto descrito en este parrafo, el lantanido es Eu.

Por ejemplo, la funcionalizacion del compuesto 3 en la posicion (aa) (Figura 2) con un grupo (CHz)sNH2 conduce al
derivado macrociclico 4:

HN NH
Q 0 o o
RO orR* RO oR*
o o) 19; o)

Grupos funcionales reactivos

La porcién funcional incluye un grupo funcional reactivo, X, que puede usarse para unir covalentemente el agente
formador de complejos a otra molécula. En otra modalidad ilustrativa, la otra molécula es una biomolécula. En otra
modalidad ilustrativa, la otra molécula es un ligando de molécula pequefa, un péptido, una proteina, una enzima, un
anticuerpo, un antigeno, un acido nucleico, un carbohidrato, un lipido y una molécula farmacolégicamente activa.
Alternativamente, el grupo funcional reactivo puede usarse para enlazar el ligando a una nano particula de cualquier
tipo.

Los grupos funcionales reactivos y las clases de reacciones utiles para unir los compuestos descritos en la presente
descripcion son generalmente los que se conocen bien en la técnica de la quimica de bioconjugados. Las clases de
reacciones actualmente favorecidas disponibles con grupos funcionales reactivos de la invencion son las que proceden
bajo condiciones relativamente suaves. Estas incluyen, pero sin limitar a, sustituciones nucleofilicas (p. €j., reacciones
de aminas y alcoholes con acil haluros y ésteres activos), sustituciones electrofilicas (p. €j., reacciones de enamina) y
adiciones a multiples enlaces carbono-carbono y carbono-heteroatomo (p. €j., reacciones de Michael y reacciones de
Diels-Alder). Estas y otras reacciones utiles se discuten, por ejemplo, en: March, ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY,
3ra Ed., John Wiley & Sons, Nueva York, 1985; Hermanson, BIOCONJUGATE TECHNIQUES, Academic Press, San
Diego, 1996; y Feeney y otros, MODIFICATION OF PROTEINS; Advances in Chemistry Series, Vol. 198, American
Chemical Society, Washington, D.C., 1982.

a) Aminas y grupos amino reactivos

En una modalidad, el grupo funcional reactivo, X, es un miembro seleccionado de aminas, tales como una amina
primaria o secundaria, hidrazinas, hidrazidas, y sulfonilhidrazidas. Las aminas pueden estar, por ejemplo, aciladas,
alquiladas u oxidadas. Los ejemplos no limitantes utiles de grupos amino reactivos incluyen ésteres de N-
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hidroxisuccinimida (NHS), ésteres de sulfo-NHS, imidoésteres, isocianatos, isotiocianatos, acilhaluros, arilazidas,
ésteres de p-nitrofenilo, aldehidos, cloruros de sulfonilo y grupos carboxilos.

Los ésteres de NHS y los ésteres de sulfo-NHS reaccionan preferencialmente con los grupos amino primarios
(incluyendo los aromaticos) de la pareja de la reaccion. Se conoce que los grupos imidazol de histidinas compiten con
las aminas primarias de la reaccion, pero los productos de reaccion son inestables y se hidrolizan facilmente. La
reaccion implica el ataque nucleofilico de una amina sobre el carboxilo acido de un éster de NHS para formar una
amida, liberando la N-hidroxisuccinimida.

Los imidoésteres son los reactivos acilantes mas especificos para la reaccion con los grupos amina de p. €j., una
proteina. A un pH entre 7 y 10, los imidoésteres reaccionan solo con aminas primarias. Las aminas primarias atacan
nucleofilicamente los imidatos para producir un intermediario que se descompone a amidina a pH alto o a un nuevo
imidato a pH bajo. El nuevo imidato puede reaccionar con otra amina primaria, entrecruzando por lo tanto dos grupos
amino, un caso de un imidato putativamente monofuncional que reacciona bifuncionalmente. El producto principal de la
reaccion con aminas primarias es una amidina que es una base mas fuerte que la amina original. Por lo tanto se
mantiene la carga positiva del grupo amino original. Como un resultado, los imidoésteres no afectan la carga total del
conjugado.

Los isocianatos (e isotiocianatos) reaccionan con las aminas primarias de los componentes del conjugado para formar
uniones estables. Sus reacciones con los grupos sulfhidrilo, imidazol, y tirosilo dan productos relativamente inestables.

Las acilazidas se usan, ademas, como reactivos especificos de amina en los que las aminas nuclecfilicas de la pareja
de la reaccion atacan los grupos carboxilo acidos bajo condiciones ligeramente alcalinas, p. €j. pH 8.5.

Los arilhaluros tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno reaccionan preferencialmente con los grupos amino y los
grupos fendlicos de tirosina de los componentes del conjugado, pero también con sus grupos sulfidrilo e imidazol.

Los ésteres de p-nitrofenilo de acidos carboxilicos también son grupos amino reactivos utiles. Aunque la especificidad
del reactivo no es muy alta, los grupos a- y e-amino parecen reaccionar mas rapidamente.

Los aldehidos reaccionan con las aminas primarias de los componentes del conjugado (p. €j., grupo g€-amino de
residuos de lisina). Aunque inestables, las bases de Schiff se forman tras la reaccion de los grupos amino de proteinas
con el aldehido. Las bases de Schiff, sin embargo, son estables, cuando se conjugan con otro doble enlace. La
interaccion resonante de ambos doble enlaces evita la hidrélisis del enlace de Schiff. Ademas, las aminas a altas
concentraciones locales pueden atacar el doble enlace etilénico para formar un producto estable de adicion de Michael.
Alternativamente, un enlace estable puede formarse por aminacién reductiva.

Los cloruros sulfonilos aromaticos reaccionan con una variedad de sitios de los componentes del conjugado, pero la
reaccion con los grupos amino es la mas importante, lo que da como resultado un enlace sulfonamida estable.

Los grupos carboxilo libres reaccionan con carbodiimidas, solubles tanto en agua como en solventes organicos,
formando pseudoureas que pueden acoplarse después a aminas disponibles rindiendo un enlace amina. Yamada y
otros, Biochemistry 1981, 20:4836-4842, p. €j., ensefia cdmo modificar una proteina con carbodiimidas.

b) Maleimidas
Las maleimidas reaccionan preferencialmente con el grupo sulfhidrilo de los componentes del conjugado para formar
enlaces tioéter estables. También reaccionan a una tasa mucho mas lenta con grupos amino primarios y los grupos
imidazol de histidinas. Sin embargo, a pH 7 el grupo maleimida puede considerarse un grupo especifico de sulfhidrilo, ya
que a este pH la tasa de reaccion de tioles simples es 1000 veces mayor que la de la amina correspondiente.
c) Otros grupos funcionales reactivos
Otros grupos funcionales reactivos ilustrativos incluyen:

(a) grupos de acido carboxilico.
d) Grupos funcionales reactivos con reactividades no especificas
Ademas del uso de las porciones reactivas especificas de sitio, la presente invencion contempla el uso de grupos
funcionales reactivos no especificos para enlazar un compuesto descrito en la presente descripcidén a una porciéon
objetivo. Los grupos no especificos incluyen grupos fotoactivables, por ejemplo. Los grupos fotoactivables idealmente
son inertes en la oscuridad y se convierten en especies reactivas en presencia de luz.
Esta dentro de las capacidades de un experto en la técnica seleccionar un grupo funcional reactivo, de acuerdo con la

pareja de la reaccion. Como un ejemplo, un éster activo, tal como un éster de NHS sera util para etiquetar una
13
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proteina a través de los residuos de lisina. Los grupos reactivos sulfhidrilos, tales como maleimidas pueden usarse para
etiquetar proteinas a través de residuos de aminoacidos que portan un grupo SH (p. €j., cisteina). Los anticuerpos
pueden etiquetarse primero mediante la oxidacién de sus porciones carbohidrato (p. ej., con peryodato) y mediante la
reaccion de los grupos aldehidos resultantes con un ligando que contiene hidrazina.

Las combinaciones ilustrativas adicionales de los grupos funcionales reactivos y en una porcion objetivo (o polimero o
enlazador) se exponen en la Tabla 2, incluyendo los grupos funcionales reactivos de la presente invencién y los grupos
funcionales reactivos comparativos.

Tabla 2
Funcionalidad quimica 1 Funcionalidad quimica 2 Enlace
Hidroxi Carboxi Ester
Hidroxi Carbonato
Amina Carbamato
SOs Sulfato
POs Fosfato
Carboxi Aciloxialquilo
Cetona Cetal
Aldehido Acetal
Hidroxi Anhidrido
Mercapto Mercapto Disulfuro
Carboxi Aciloxialquilo
Tioéter
Carboxi Tioéster
Carboxi Amino amida
Mercapto Tioéster
Carboxi Ester de aciloxialquilo
Carboxi Amida de aciloxialquilo
Amino Aciloxialcoxi carbonilo
Carboxi Anhidrido
Carboxi N-acilamida
Hidroxi Ester
Hidroxi Ester de hidroximetil cetona
Hidroxi Alcoxicarbonil oxialquilo
Amino Carboxi Aciloxialquilamina
Carboxi Aciloxialquilamida
Amino Urea
Carboxi Amida
Carboxi Aciloxialcoxicarbonilo
Amida Base de N-Mannich
Carboxi Carbamato de aciloxialquilo
Ester de oxigeno fosfato Hidroxi Fosfato
Amina Fosforoamidato
Mercapto Ester de tiofosfato
Cetona Carboxi Ester endlico
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Funcionalidad quimica 1 Funcionalidad quimica 2 Enlace
Sulfonamida Carboxi Sulfonamida de aciloxialquilo
Ester N-sulfonil- imidato

Un experto en la técnica apreciara faciimente que muchos de estos enlaces pueden producirse en una variedad de
formas y mediante el uso de una variedad de condiciones. Para la preparacion de ésteres, ver, p. gj., March supra en
1157; para tioésteres, ver, March, supra en 362-363, 491, 720-722, 829, 941, y 1172; para carbonatos, ver, March,
supra en 346-347; para carbamatos, ver, March, supra en 1156-57; para amidas, ver, March supra en 1152; para ureas
y tioureas, ver, March supra en 1174; para acetales y cetales, ver, Greene y otros, supra 178-210 y March supra en
1146; para derivados de aciloxialquilo, ver, PRODRUGS:TOPICAL AND OCULAR DRUG DELIVERY, K. B. Sloan, ed.,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1992; para ésteres endlicos, ver, March supra en 1160; para N-
sulfonilimidatos, ver, Bundgaard y otros, J. Med. Chem., 31:2066 (1988); para anhidridos, ver, March supra en 355-56,
636-37, 990-91, y 1154; para N-acilamidas, ver, March supra en 379; para bases de N-Mannich, ver, March supra en
800-02, y 828; para éteres de hidroximetilcetona, ver, Petracek y otros, Annals NY Acad. Sci., 507:353-54 (1987); para
disulfuros, ver, March supra en 1160; y para ésteres de fosfonato y fosfonamidatos.

Los grupos funcionales reactivos pueden escogerse de manera que los mismos no participen en, o interfieran con, las
reacciones necesarias para ensamblar el analogo de ligando reactivo. Alternativamente, un grupo funcional reactivo se
puede proteger de participar en la reacciéon por la presencia de un grupo protector. Los expertos en la técnica
comprenderan como proteger un grupo funcional particular de la interferencia con un conjunto escogido de condiciones
de reaccion. Para ejemplos de grupos protectores Utiles, ver Greene y otros, PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC
SYNTHESIS, John Wiley & Sons, Nueva York, 1991.

Generalmente, antes de formar el enlace entre el compuesto de la invencidon y el agente objetivo (u otro), y
opcionalmente, el grupo enlazador, se activara al menos una de las funcionalidades quimicas. Un experto en la técnica
apreciara que una variedad de funcionalidades quimicas, incluyendo los grupos hidroxi, amino, y carboxi, pueden
activarse mediante el uso de una variedad de métodos y condiciones estandar. Por ejemplo, un grupo hidroxilo del
ligando (o agente objetivo) puede activarse mediante el tratamiento con fosgeno para formar el cloroformato
correspondiente, o p-nitrofenilcloroformato para formar el carbonato correspondiente.

En una modalidad ilustrativa, la invenciéon hace uso de un agente objetivo que incluye una funcionalidad carboxilo. Los
grupos carboxilo pueden activarse, por ejemplo, mediante la conversion al haluro de acilo o éster activo
correspondiente. Esta reaccion puede realizarse bajo una variedad de condiciones como las ilustradas en March, supra
paginas 388-89. En una modalidad ilustrativa, el haluro de acilo se prepara mediante la reaccion del grupo que contiene
carboxilo con cloruro de oxalilo. El agente activo se combina con un ligando o una combinacién de ligando-brazo
enlazador para formar un conjugado de la invencion. Los expertos en la técnica apreciaran que el uso de agentes
objetivo que contienen carboxilo es simplemente ilustrativo, y que los agentes que tienen muchos otros grupos
funcionales pueden conjugarse a los ligandos de la invencion.

Porciones objetivo

En una modalidad ilustrativa, la porcidn objetivo es una biomolécula. Las porciones objetivo ilustrativas incluyen ligandos
de moléculas pequefias, lipidos, péptidos lineales y ciclicos, polipéptidos (p. €j., EPO, insulina etcétera)y proteinas, tales
como enzimas y receptores. Otras porciones objetivo incluyen anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (p. €j., los
generados para reconocer ligandos de moléculas pequefias y de receptores), antigenos, acidos nucleicos (p. €j., ARN y
ADNCc), porciones de carbohidratos (p. €j., polisacaridos), y moléculas farmacolégicamente activas, tales como toxinas,
farmacos para uso farmacéutico y farmacos de abuso (p. €j. esteroides). Porciones objetivo adicionales se seleccionan
de soportes solidos y superficies poliméricas (p. €j., perlas poliméricas y depdsitos plasticos de muestras, tales como
placas plasticas con pocillos), laminas, fibras y membranas. Las porciones objetivo también incluyen particulas (p. €.,
nanoparticulas) y vehiculos de suministro de farmacos.

En una modalidad, la porcion objetivo incluye al menos una unidad de un compuesto macrociclico. En una modalidad
ilustrativa, el compuesto macrociclico de la porciéon objetivo tiene una estructura que es un compuesto descrito en la
presente descripcion. En otra modalidad ilustrativa, el compuesto macrociclico de la porcidon objetivo tiene una
estructura de acuerdo con la Férmula (Ill). En otra modalidad ilustrativa, el compuesto de la invencion tiene una
estructura dendrimérica y abarca varios ligandos que tienen una estructura de acuerdo con un compuesto descrito en la
presente descripcion. En otra modalidad ilustrativa, el compuesto de la invencion tiene una estructura dendrimérica y
abarca varios ligandos que tienen una estructura de acuerdo con la Férmula (ll). En una modalidad ilustrativa adicional,
de acuerdo con este aspecto, un complejo basado en tal dendrimero incluye al menos dos iones metalicos.

En una modalidad ilustrativa, la porcion objetivo se sustituye con un grupo modificador de luminiscencia que permite la
transferencia de energia de luminiscencia entre un complejo de la invencion y el grupo modificador de luminiscencia
cuando el complejo se excita.
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En modalidades adicionales, los compuestos de la invencién pueden usarse en cualquier formato de ensayo propuesto
para la deteccion de un lipido en una muestra (p. €j., en la sangre de un paciente). Un complejo ilustrativo de acuerdo
con esta modalidad, incluye una porcion objetivo, que es una proteina que contiene un motivo de reconocimiento de
lipidos. Las proteinas ilustrativas de unién a lipidos incluyen las que se unen a fosfatidilinositol, fosfatidilinositol fosfato u
otros lipidos bioldgicos.

En otro ejemplo, la porcién objetivo es un anticuerpo que reconoce y se une a un analito. En un sistema de ensayo
ilustrativo un analito puede detectarse en una muestra primero mediante la incubacion de la muestra con un complejo de
la invencion, en donde el complejo se une covalentemente a un anticuerpo que incluye un sitio de unién para el analito.
A la mezcla puede afiadirse un exceso de moléculas sonda que se unen al mismo sitio de union del analito e incluye un
grupo modificador de luminiscencia (p. €j. un aceptor). La presencia y concentracion de analito en la muestra se indica
mediante la luminiscencia de la mezcla de ensayo. Por ejemplo, si la concentracién de analito en la muestra es alta,
muchos de los sitios de unién de anticuerpos se ocuparan con el analito y estaran disponibles menos sitios de union
para la molécula sonda. En una modalidad ilustrativa, el analito es una molécula lipidica.

En otra modalidad preferida, la porciéon objetivo es una porcién de farmaco. Las porciones de farmaco pueden ser
agentes ya aceptados para uso clinico o pueden ser farmacos cuyo uso es experimental, o cuya actividad o mecanismo
de accién esta bajo investigacion. En otra modalidad preferida, la porcion objetivo es un farmaco de abuso. Las
porciones de farmaco pueden tener una accién probada en un estado dado de la enfermedad o sélo puede hipotetizarse
que muestran una accién deseable en un estado dado de la enfermedad. En una modalidad preferida, las porciones de
farmaco son compuestos que se tamizan para su capacidad de interactuar con un analito de elecciéon. Como tal, las
porciones de farmacos que son utiles como porciones objetivo en la invencién presente incluyen farmacos de una
amplia variedad de clases de farmacos que tienen una variedad de actividades farmacoldgicas.

Las clases de agentes utiles incluyen, por ejemplo, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Los AINE pueden
seleccionarse, por ejemplo, de las siguientes categorias:(p. €j., derivados de acido propionico, derivados de acido
acético, derivados de acido fenamico, derivados de acido bifenilcarboxilico y los oxicam); farmacos antiinflamatorios
esteroideos que incluyen hidrocortisona y similares; farmacos antihistaminicos (p. e€j., clorfeniramina, triprolidina);
farmacos antitusigenos (p. ej., dextrometorfan, codeina, carmifen y carbetapentano); farmacos antipruriticos (p. €j.,
metidilizina y trimeprizina); farmacos anticolinérgicos (p. €j., escopolamina, atropina, homatropina, levodopa); farmacos
antieméticos y antinduseas (p. €j., ciclizina, meclizina, clorpromazina, buclizina); farmacos para anorexia (p. €j.,
benzfetamina, fentermina, clorfentermina, fenfluramina); farmacos estimulantes del sistema nervioso central (p. €j.,
anfetamina, metanfetamina, dextroanfetamina y metilfenidato); farmacos antiarritmicos (p. ej., propanolol, procainamida,
disopiraminda, quinidina, encainida); farmacos bloqueadores beta adrenérgicos (p. €j., metoprolol, acebutolol, betaxolol,
labetalol y timolol); farmacos cardioténicos (p. €j., milrinona, amrinona y dobutamina); farmacos antihipertensores (p. €;j.,
enalapril, clonidina, hidralazina, minoxidil, guanadrel, guanetidina); farmacos diuréticos (p. e€j., amilorida e
hidroclorotiazida); farmacos vasodilatadores (p. €j., diltazem, amiodarona, isosuprina, nilidrina, tolazolina y verapamilo);
farmacos vasoconstrictores (p. €j., dihidroergotamina, ergotamina y metilsergida); farmacos antitlceras (p. €j., ranitidina
y cimetidina); farmacos anestésicos (p. €j., lidocaina, bupivacaina, clorprocaina, dibucaina); farmacos antidepresores (p.
€j., imipramina, desipramina, amitriptilina, nortriptilina); farmacos tranquilizantes y sedantes (p. e., clordiazepdxido,
benacitizina, benzquinamida, flurazapam, hidroxizina, loxapina y promazina); farmacos antipsicéticos (p. €j.,
clorprotixeno, flufenazina, haloperidol, molindona, tioridazina vy trifluoperazina); farmacos antimicrobianos
(antibacterianos, antifingicos, antiprotozoarios y antivirales).

Los farmacos antimicrobianos que se prefieren para la incorporacién en la presente composicion incluyen, por ejemplo,
sales farmacéuticamente aceptables de farmacos de beta lactamicos, farmacos de quinolona, ciprofloxacina,
norfloxacina, tetraciclina, eritromicina, amikacina, triclosan, doxiciclina, capreomicina, clorhexidina, clortetraciclina,
oxitetraciclina, clindamicina, etambutol, isotionato de hexamidina, metronidazol, pentamidina, gentamicina, kanamicina,
lineomicina, metaciclina, metenamina, minociclina, neomicina, netilmicina, paromomicina, estreptomicina, tobramicina,
miconazol y amanfadina.

Otras porciones de farmacos de uso en la practica de la presente invencion incluyen farmacos antineoplasicos (p. €.,
antiandrégenos (p. €j., leuprolida o flutamida), agentes citocidas (p. €j., adriamicina, doxorubicina, taxol, ciclofosfamida,
busulfan, cisplatino, interferon-2-alfa) antiestrogenos (p. ej., tamoxifeno), antimetabolitos (p. ej., fluorouracilo,
metotrexato, mercaptopurina, tioguanina).

La porcion objetivo también puede comprender hormonas (p. ej., medroxiprogesterona, estradiol, leuprolida, megestrol,
octredtido o somatostatina); farmacos relajantes musculares (p. e€j., cinnamedrina, ciclobenzaprina, flavoxato,
orfenadrina, papaverina, mebeverina, idaverina, ritodrina, defenoxilato, dantroleno y azumolen); farmacos
antiespasmaodicos; farmacos activos para huesos (p. €j., compuestos farmacos de difosfonato y fosfonoalquilfosfinato);
farmacos moduladores endocrinos (p. €j., contraceptivos (p. €j., etinodiol, etinilestradiol, noretindrona, mestranol,
desogestrel, medroxiprogesterona), moduladores de diabetes (p. €j., gliburida o clorpropamida), anabdlicos, tales como
testolactona o estanozolol, andrégenos (p. €j., metiltestosterona, testosterona o fluoximesterona), antidiuréticos (p. €j.,
desmopresina) y calcitoninas).
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En la presente invencion también se usan estrégenos (p. €j., dietilestilbesterol), glucocorticoides (p. €j., triamcinolona,
betametasona, etcétera)y progestagenos, tales como noretindrona, etinodiol, noretindrona, levonorgestrel; agentes
tiroideos (p. €j., liotironina o levotiroxina) o agentes antitiroideos (p. ej., metimazol); farmacos antihiperprolactinémicos
(p. €j., cabergolina); supresores hormonales (p. €j., danazol o goserelina), oxitocicos (p. €j., metilergonovina u oxitocina)
y prostaglandinas, tales como mioprostol, alprostadil o dinoprostona, también pueden emplearse.

Otras porciones objetivo utiles incluyen farmacos inmunomoduladores (p. €j., antihistaminas, estabilizadores de
mastocitos, tales como lodoxamida y/o cromolina, esteroides (p. e€j., triamcinolona, beclometazona, cortisona,
dexametasona, prednisolona, metilprednisolona, beclometasona, o clobetasol), antagonistas H; de histamina (p. €j.,
famotidina, cimetidina, ranitidina), inmunosupresores (p. €j., azatioprina, ciclosporina), etcétera. También pueden usarse
grupos con actividad antiinflamatoria, tales como sulindac, etodolac, ketoprofeno y ketorolaco. Otros farmacos para el
uso junto con la presente invencion seran evidentes para los expertos en la técnica.

Las moléculas enumeradas anteriormente y otras moléculas, pueden unirse a los compuestos de la invencion, a
sustratos solidos y similares mediante métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Puede encontrarse una
amplia orientacion en la literatura dedicada a, por ejemplo, los campos de la quimica de bioconjugados y el suministro
de farmacos. Por ejemplo, un experto, enfrentado a un farmaco que comprende una amina disponible sera capaz de
escoger de entre una variedad de reacciones de derivatizacion de aminas, localizar una pareja adecuadamente
funcionalizada (p. €j., un tiol terminado en acido carboxilico) para la capa organica y hacer reaccionar las parejas bajo
condiciones escogidas para efectuar el acoplamiento deseado (p. ej., agentes de deshidratacion, p. ej.,
diciclohexilcarbodiimida). Ver, por ejemplo, MODIFICATION OF PROTEINS:FOOD, NUTRITIONAL, AND
PHARMACOLOGICAL ASPECTS, Feeney y otros, Eds., American Chemical Society, Washington, D.C., 1982, paginas
370-387; POLYMERIC DRUGS AND DRUG DELIVERY SYSTEMS, Dunn y otros, Eds., American Chemical Society,
Washington, D.C., 1991.

Enlazador L'

En una modalidad preferida, el enlazador L' de la porcion funcional es lo suficientemente largo para evitar las
reacciones secundarias durante la sintesis (p. €j. reacciones intramoleculares, tales como formacion de enlaces
peptidicos intramoleculares), para permitir el acoplamiento del compuesto o complejo de la invencién a una porcion
objetivo y para permitir la porcion objetivo para cumplir su funcién deseada. Los enlazadores utiles incluyen aquellos con
aproximadamente 2 a aproximadamente 50 atomos lineales, preferentemente aproximadamente 4 a aproximadamente
20 atomos lineales.

En otra modalidad ilustrativa, la porcion del enlazador L'" o la porcion objetivo incluyen un poliéter, tal como
polietilenglicol (PEG) y derivados de este. En un ejemplo, el poliéter tiene un peso molecular entre aproximadamente 50
a aproximadamente 10 000 dalton.

Compuestos llustrativos

Los compuestos ilustrativos de la invencion incluyen:

/—Q/\’

H

L ETIE
NN

e
T
A
e fﬂ\”
cgg : Cg
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en donde R', R?, R3 y R* son como se definieron anteriormente. En una modalidad ilustrativa, uno de estos compuestos
ilustrativos se quela a un metal, formando asi un complejo. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto descrito en
este parrafo, el metal es un lantanido. En una modalidad ilustrativa, el lantanido es un miembro seleccionado de Nd, Sm,
Eu, Tb, Dy y Yb. En una modalidad ilustrativa, el lantanido es Tb. En una modalidad ilustrativa, en un compuesto
descrito en este parrafo, el lantanido es Eu. En una modalidad ilustrativa, el compuesto es 4 y el lantanido es un
miembro seleccionado de Nd, Sm, Eu, Tb, Dy y Yb. En una modalidad ilustrativa, el compuesto es 4 y el lantanido es
Tb. En una modalidad ilustrativa, el compuesto es 4 y el lantanido es Eu. En una modalidad ilustrativa, el compuesto es
5a y el lantanido es un miembro seleccionado de Nd, Sm, Eu, Tb, Dy y Yb. En una modalidad ilustrativa, el compuesto
es 5ay el lantanido es Tb. En una modalidad ilustrativa, el compuesto es 5ay el lantanido es Eu.

Sintesis

Los compuestos y complejos de la invencién se sintetizan mediante una combinacién adecuada de métodos sintéticos
generalmente bien conocidos. Las técnicas Utiles para sintetizar los compuestos de la invencién son evidentes y
accesibles para los expertos en la técnica relevante. La descripcion mas abajo se ofrece para ilustrar algunos de los
diversos métodos disponibles para el uso en el ensamblaje de los compuestos de la invencion, no pretende limitar el
alcance de las reacciones o secuencias de reaccidon que son Utiles para preparar los compuestos de la presente
invencion.

Los compuestos de la invenciéon pueden prepararse como un Unico estereoisbmero o como una mezcla de
estereoisdbmeros. En una modalidad preferida, los compuestos se preparan sustancialmente como un Unico isémero.
Los compuestos isoméricamente puros se preparan mediante el uso de intermediarios sintéticos que son
isoméricamente puros en combinacidon con reacciones ya sea que dejan la estereoquimica en un centro quiral sin
cambiar o que resultan en su inversion completa. Alternativamente, el producto final o los intermediarios a lo largo de la
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ruta sintética pueden resolverse en un Unico estereoisémero. Las técnicas para invertir o dejar sin cambiar un
estereocentro particular, y aquellas para resolver mezclas de estereoisdmeros se conocen bien en la técnica y esta
dentro de la capacidad de un experto en la técnica escoger un método adecuado para una situacion
particular. Ver, generalmente, Furniss y otros(eds.), VOGEL'S ENCYCLOPEDIA OF PRACTICAL ORGANIC
CHEMISTRY 5TH ED., Longman Scientific and Technical Ltd., Essex, 1991, paginas 809-816; y Heller, Acc.Chem. Res.
23:128 (1990).

En una modalidad, los compuestos de la invencién se sintetizan mediante la reacciéon de una molécula de caperuza con
blogues de construccién apropiados, tal como acido hidroxi isoftalico. El intermediario resultante se hace reaccionar
después con una segunda molécula de caperuza, preferencialmente que contiene una porcién funcional. Una ruta
sintética ilustrativa se explica en la seccion de los Ejemplos.

Unién a (aa) en la Figura 2

La sintesis de moléculas de caperuza ilustrativas, que contienen un grupo funcional, se describe mas abajo. El

compuesto 13 puede prepararse siguiendo la ruta sintética presentada en el Esquema 1. El compuesto 13 puede
transformarse después en el compuesto 9, mediante el uso del enfoque sintético descrito en los Ejemplos 4, 5, 6y 7.

Esquema 1

Acido a-aminopimélico
OH
S - ,\'/\/\i S — <\N /\M 2
o HoN
NHZ

13

Multiples grupos funcionales pueden unirse de acuerdo con la descripcion ilustrativa proporcionada en el esquema
siguiente. Otros métodos para unir diferentes grupos funcionales pueden producirse de acuerdo con los métodos
conocidos por un experto en la técnica.

Esquema 2

NHBoc HBoc HBoc
J =
V/ CDVNaBH. NaCiO [‘(
HO NHZ HO NHZ o NHZ
Boc
m
NHZ NHZ
Aminacion reductiva
YAV
NHZ ZHN NHZ

Unién a (bb) en la Figura 2

El esquema 3 describe un método para sintetizar un compuesto comparativo.
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Esquema Comparativo 3

(Boc)0_ CDIINaBH, g:o
0
HyN H H BocHN

0
MsCI/Py NaN; 5 Hy, PdIC  ZClI
BocH ’N) BocHN |}
ZH Ms ZH
0
3 _TFA_  HN N DNZ § :
/_\N? ZH HZ
ZH HZ ZH in ZH

No
350 §>’>c€g
Hz, Pd/C (\(_\/7(\ N:E_DN
HzN
condiciones H.D.

NH,

?333%'3 H

REB T NE B

Unién a (cc) en la Figura 2

El esquema 4 describe un método para sintetizar el compuesto comparativo 11.
Esquema Comparativo 4
/_H%o Cnz /_H}o HZN’\RO’CH3 m"\io’c Hs
HE N ZHNK;NZ ;H//N>\\NHZ r\ OE—\N,)

HyPd-c
—

10

El esquema 5 describe un método para sintetizar el compuesto comparativo 10.
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Esquema Comparativo 5
NO,

BH
NH; :

MeOH

—_— 0 - e
NH, O,
OH NH;
o.N ON

NHBOC NHBOC NHBOC NHBOC H;N NH; HN NH;

El compuesto comparativo 15 puede prepararse mediante el uso del procedimiento descrito en el Esquema 5.
5 Posteriormente, el compuesto 15 puede transformarse en el compuesto comparativo 10, mediante el uso de las etapas
sintéticas descritas en los Ejemplos 4, 5, 6 y 7 ademas de una etapa sintética util para la reduccién del grupo nitro.

El esquema comparativo 6 describe un método para sintetizar el compuesto comparativo 11a.

Esquema Comparativo 6

OBoc Cl 0Boc oc
1. oC
Y
a )n - ba
2. NaBH,

el HO  NHZ MeG  NHZ
(\/OB"*‘C Oy, _0Boc
f
Nal Jacstona LB Hy. PaC &y P
Ny NHZ HN  NHZ -
OBo: o V,oﬂc»:
/f\/—\(:"-\\ Ty -‘\/—\“"'--—\
— - — 1la
NN - / N W =
ZHN NHZ ZHN NHZ HN NH, HN NH,
10 17

El esquema 7 describe un método para sintetizar el compuesto comparativo 11b.
Esquema Comparativo 7

o
OBoc MM«\
Ja 1. HCl )

//J\ —\ —= == 11b

ZHN NHZ  ZHN NHZ '\"-‘"(‘) ZHN  NHZ 2N NHZ

1”7 H(N’\)‘U’\

15
El esquema 8 describe un método para sintetizar el compuesto comparativo 12.
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Esquema Comparativo 8

NHBoo NGroe NHBoz NHBoz

/_<_/_/ MsClipy —~ NaNs Ha, PAIC J—(
HO NHZ MsO NHZ N, NHZ H,! NH,

NHBoc NHBoc
J/

. r(//\ - . /—<_ﬂ _— . 12
DN! [*\FQZ l"'/\> k-(l H:‘ pac ZHN//ﬁ; r;iN\\NHZ
16

El compuesto 16 puede sintetizarse mediante el uso del procedimiento descrito en el Esquema 6 y puede usarse como
el material de partida para sintetizar el compuesto 12 siguiendo las etapas sintéticas explicadas en los Ejemplos 4, 5, 6 y
5 7.

El esquema 9 describe otro método para sintetizar un compuesto comparativo que es similar al compuesto 16, pero usa
un esquema de proteccion de amina diferente.

Esquema 9
NH 7 M7 S\ Y
/—/ /J [ Chn ne
NaCl0o / BocHN  NHBoc
A - r~
/A i i
HO NHBox O NHBoc
NHZ
NHZ _—
S, Nz __/_/ _/
Va [:N[\TC N A e s
; 2 e T FAC A
r '_/-,3 NS~ / <-\ Ny / \ N 4 |
[ N N \ el \ ) { NHBoc HN Ny HN NH
BoohN B N Boc Boctn HEse BockiN NHEGe

10

Unién a (dd) en la Figura 2

El esquema 10 describe un método para sintetizar un compuesto comparativo con una porcién funcional unida a la

15 posicion (dd). Mientras que este esquema muestra la sintesis de un agente formador de complejos con una porcion
funcional tanto en la posicion (cc) como la (dd), un agente formador de complejos con una porcién funcional Unica en la
posicién (dd) (o una porcion funcional adicional en otra posicion) puede sintetizarse mediante el uso de una o mas de
las sintesis descritas en la presente descripcion.

Esquema Comparativo 10

NHBoC MHBoe A e
/ W N NH; /S
0 S ZHN HZ
—  — —\ T~
HO Wz h [ \\N ] 7
o hnz ZHi NHZ NHZ
s NHEos
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-0
NHBa —0, — Ny N
‘ - —nN N
o -0 H
- N N N N N—i
Hz, PAIC . { M O —C —C) .
— -— a8 N
.“‘ N \‘ ‘l o —Q -0 -
HN [ NH, Ny —
HD Qo —C) p—
N— N N
\ \ \
=) r s [ s
D
NHB
o -
-0 "~ N
. \ NHZ o . o - . -
NH NH HN H Ni - o -0 O o .
s o o o o .
PdPhP U o e o o om o N NHZ
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HN— — HN— 4
— - O — OH
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0‘— —_O 0_- 0__ HN NHZ = O—_ —_0 O_— o—_ HN i
NH HN NH NH NH HN NH NH
—N  N— =N N |

I
1. Proteger o acoplar

Unién a (ee) en la Figura 2

5
El esquema 11 describe un método para sintetizar un compuesto comparativo con una porciéon funcional unida a la
posicion (ee). Mientras que este esquema muestra la sintesis de un agente formador de complejos con una porcion
funcional tanto en la posicion (cc) como en la (ee), un agente formador de complejos con una porcidn funcional Unica en
la posicién (ee) (o una porcion funcional adicional en otra posicion) puede sintetizarse mediante el uso de una o mas de
10 las sintesis descritas en la presente descripcion.

Esquema Comparativo 11

o

el o
Q o) 0
0 o ROH
Q - 0 0 -
Base
p—C) —) Br O
2] < Lol
0 o
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Hidrolisis N NH
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Ro o Ro o Ro
o HO N
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- - O ( N W
tn e e s
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(del Esquema 6)
N
Nt
N
N N
NH NH N M
NH N+ N N - - -
o 0 o © N N -
o . Desproteccion con BBr, HE o o
o O 0 o= R . ? con °R
H NH N N
NH L 2 N Pare

Los ejemplos adicionales para la sintesis de estas moléculas pueden encontrarse en la seccion de Ejemplos.

Una vez que el agente formador de complejos se forma y se purifica, el complejo metdlico se sintetiza mediante
cualquiera de una amplia variedad de métodos reconocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, mediante la
incubacion de una sal del ligando con una sal metalica, tal como una sal de lantanido (p. €j., trihaluro de lantanido,
triacetato de lantanido). La reaccion del agente formador de complejos con el iébn metalico se lleva a cabo ya sea antes
o después de acoplar el agente formador de complejos a una porcién objetivo para generar un complejo de la invencion.

Unién de una primera porcién de caperuza

El esquema comparativo 12 describe un método ilustrativo para sintetizar una molécula de caperuza unida a una
porcion ftalamidilo.

Esquema Comparativo 12

are

NHZ -

-

N n’)j\n: (;LL:

H.N NH H,N

Condiciones H.D.

NHEoc O

Condiciones H.D.
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Unién de una segunda porcion de caperuza

Una segunda porcion de caperuza puede afiadirse a una molécula descrita en la presente descripcion de acuerdo con el
Esquema comparativo 13.

5
Esquema Comparativo 13
s~® f_srs
[ / O—é
- NH /O T
O 0
Condiciones H.D. O\ (\
O 0
W?
Hz
/’& I\
H H
BBra %
OH HO
Otro método ilustrativo para unir una segunda porcién de caperuza se describe en el Esquema comparativo 14.
Esquema Comparativo 14
H
9 Crs S O
I}
\ /
¢ p
/'”‘—\N N/\\ o] O
Condiciones H.D.
H
H . /—‘o
el
VARSI %
0 HN
\ \ Y™ gy, 0
(]
3 NH HN k (]
H N HN HN
Q’\_/J
3 ~~/

Otro método ilustrativo para unir una segunda porcién de caperuza se describe en el Esquema 15.
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Esquema 15

m\/\/z/w S~®y (S5 S'( BocH HBoo
e \_\>A f\(’J
C . 7
(’:’j o o © o
S Sdda
. Condiciones H.D o c 0

H
o] O
BBrs
H OH HO H
o]

Otro método ilustrativo para unir una segunda porcién de caperuza se describe en el Esquema comparativo 16.

Esquema Comparativo 16

gﬁfgé -

s'{? (}S s‘{:) Q‘s Condiciones H.D. A
o o
N

N <l‘\N /> Hh <\" N/>
§> 1.SinCBZ 1. SinBoc BBra % g > %
2 Acoplar A 2. AcoplarB

~N

NH HN

<,,
BouAN B—NH

Otro método ilustrativo para unir una segunda porcién de caperuza se describe en el Esquema comparativo 17.
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Esquema Comparativo 17
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Funcionalizacion de L"-X

5 Una variedad de porciones enlazadoras puede unirse a los compuestos de la invencién. La eleccion de la porcion
enlazadora se informa mediante la porcién a la que se unira la molécula. Por ejemplo, el siguiente esquema tiene una
porcién maleimida, que es util para la union a porciones tiol tales como cisteina. Las condiciones para la unién de una
porcién maleimida a un compuesto de la invencién se muestran en el Esquema comparativo 18.

Esquema Comparativo 18

Conjugados con grupo HS

10

Otro método ilustrativo para la funcionalizacion de L''-X se describe en el Esquema comparativo 19.
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Esquema Comparativo 19

/_(—/_/\msoc /_<—/_/\H,
/TS ISR
H g HN HN <\H H HN

0 0O O 0
N Q, o (\ L H OH H OH
o o o desproteccion o
HN HN NH NH HN HN

LS 2/ |

n

Otro método ilustrativo para la funcionalizacion de L''-X se describe en el Esquema comparativo 20. En este esquema,
se describe un derivado de fosforamidita para la incorporacién en una cadena de oligonucleétidos.

5
Esquema Comparativo 20
i:\:z °L ‘“"a
e /—(—/—74
'“/\1\,’/\ e <\N "/7
OR _I L
<7\_/”\‘>,j reth
v Aovprhos Do
e il £
HPOMT
Otro método ilustrativo para la funcionalizacion de L''-X se describe en el Esquema 21. En este esquema, se describe
un compuesto conjugado a carbohidratos de la invencion.
10

Esquema 21

nt
/ngjm"

= mc% it Q””@&
S S ) Lo “
I {3*
_/_,’, - N‘- a _/_,},_j\/\/t:/\ﬂ“u 9

=
" N N

“ L _-.«_’ ru\

Los grupos hidroxi en los sacaridos o disacaridos pueden protegerse facilmente con grupos acetoxi o bencilo. Los
carbohidratos protegidos pueden derivatizarse con grupos carboxilo o amino. Los ejemplos tipicos son:
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Esquema 22

BnQ BnQ
Q ](‘\) >
A "t
A P
HO 0 /.)‘-C'BJI HzN 0 < /0B
{ >_<\
8n0 OBr BnO OBn

Los esquemas sintéticos mencionados anteriormente pretenden ser ilustrativos de ciertas modalidades de la invencion,
los expertos en la técnica reconoceran que estan disponibles muchas otras estrategias sintéticas para producir los
ligandos de la invencion sin recurrir a demasiada experimentacion.

Los sustituyentes en el grupo isoftalamidilo y sobre las moléculas formadoras de caperuza que unen los grupos
isoftalamidilo pueden comprender por si mismos agentes quelantes distintos de un grupo hidroxiisoftalamidilo.
Preferentemente, estos agentes quelantes comprenden una pluralidad de grupos aniénicos tales como grupos
carboxilato o fosfonato. En una modalidad preferida, estos agentes quelantes no PL se seleccionan de compuestos que
por si mismos son capaces de funcionar como agentes quelantes de lantanidos. En otra modalidad preferida, los
agentes quelantes son aminocarboxilatos (es decir EDTA, DTPA, DOTA, NTA, HDTA, efcéferay sus analogos de
fosfonato tales como DTPP, EDTP, HDTP, NTP, etcétera).

Muchos grupos quelantes, éteres corona, criptandos y similares Utiles se conocen en la técnica y pueden incorporarse
en los compuestos de la invencién. Ver, por ejemplo, Pitt y otros, "The Design of Chelating Agents for the Treatment of
Iron Overload”, En, INORGANIC CHEMISTRY IN BIOLOGY AND MEDICINE; Martell, Ed.; American Chemical Society,
Washington, D.C., 1980, paginas 279-312; Lindoy, THE CHEMISTRY OF MACROCYCLIC LIGAND COMPLEXES;
Cambridge University Press, Cambridge, 1989; Dugas, BIOORGANIC CHEMISTRY; Springer-Verlag, Nueva York,
1989, y las referencias contenidas en ellas.

Ademas, una variedad de rutas que permiten la uniéon de agentes quelantes, éteres corona y ciclodextrinas a otras
moléculas esta disponible para los expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, Meares y otros, "Properties of In Vivo
Chelate-Tagged Proteins and Polypeptides." En, MODIFICATION OF PROTEINS:FOOD, NUTRITIONAL, AND
PHARMACOLOGICAL ASPECTS;" Feeney, y otros, Eds., American Chemical Society, Washington, D.C., 1982, paginas
370-387; Kasina y otros, Bioconjugate Chem., 9:108-117 (1998); Song y otros, Bioconjugate Chem., 8:249-255 (1997).

En otras modalidades los sustituyentes en el grupo isoftalamidilo o en la cadena principal son sensibilizadores de
luminiscencia. Los sensibilizadores ilustrativos incluyen rodamina 560, fluoresceinas 575 y 590, 2- o 4-quinolonas, 2 o 4-
cumarinas, o derivados de estas p. gj. cumarina 445, 450, 490, 500 y 503, 4-trifluorometilcumarina (TFC), 7-dietil-amino-
cumarin-3-carbohiddzida, etcétera, y especialmente carboestiril 124 (7-amino-4-metil-2-quinolona), cumarina 120 (7-
amino-4-metil-2-cumarina), cumarina 124 (7-amino-4-(trifluorometil)-2-cumarina), aminometiltrimetilpsoraleno, naftaleno
y similares.

Complejos

En un segundo aspecto, la invencién proporciona complejos formados entre al menos un ién metalico y un compuesto
de la invencién. En una modalidad ilustrativa, el metal es un miembro seleccionado del grupo lantanido. Los lantanidos
ilustrativos incluyen neodinio (Nd), samario (Sm), europio (Eu), terbio (Tb), disprosio (Dy) e iterbio (Yb), de los que se
prefieren el europio y el terbio. Otros iones lantanidos, tales como erbio (Er), lantano (La), gadolinio (Gd) y lutecio (Lu)
son Uutiles, pero generalmente menos preferidos. En otra modalidad preferida, los complejos de la invencion son
luminiscentes.

Después que se forma y se purifica el agente formador de complejos, el complejo metalico puede sintetizarse mediante
cualquiera de una amplia variedad de métodos reconocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, mediante la
incubacion de una sal del quelato con una sal de lantanido tal como el trihaluro, triacetato de lantanido, y similares.

Grupos modificadores de luminiscencia (porciones donadoras y aceptoras)

Los compuestos luminiscentes de la invencion pueden usarse con una amplia variedad de moléculas donadoras y
aceptoras de energia para construir pares de transferencia de energia de luminiscencia, p. €j., sondas de transferencia
de energia de fluorescencia (FET). Los fluoréforos utiles junto con los complejos de la invencion son conocidos por los
expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, Cardullo y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 85:8790-8794
(1988); Dexter, D.L., J. of Chemical Physics 21:836- 850 (1953); Hochstrasser y otros, Biophysical Chemistry 45:133-
141 (1992); Selvin, P., Methods in Enzymology 246:300-334 (1995); Steinberg, |I. Ann. Rev. Biochem., 40:83-114
(1971); Stryer, L. Ann. Rev. Biochem., 47:819-846 (1978); Wang y otros, Tetrahedron Letters 31:6493-6496
(1990); Wang y otros, Anal. Chem. 67:1197-1203 (1995).
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Una lista no limitante de porciones donadoras o aceptoras ilustrativas que pueden usarse junto con los complejos
luminiscentes de la invencién, se proporciona en la Tabla 1.

5 Tabla 1
Porciones adecuadas utiles como donadores o aceptores en pares de FET

acido 4-acetamido-4'-isotiocianatoestilbeno-2,2'disulfénico
acridina y derivados:
acridina
isotiocianato de acridina
acido 5-(2'-aminoetilo)aminonaftaleno-1-sulfénico (EDANS)
4-amino-N-[3-vinilsulfonil)fenil]naftalimida-3,5 disulfonato
N-(4-anilino-1-naftilo)maleimida
antranilamida
BODIPY
Amarillo Brillante
cumarina y derivados:
cumarina
7-amino-4-metilcumarina (AMC, Cumarina 120)
7-amino-4-trifluorometilcumarina (Cumaran 151)
colorantes de cianina
cianosina
4',6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI)
5',5"-dibromopirogalol-sulfonaftalina (Bromopirogalol Rojo)
7-dietilamino-3-(4'-isotiocianatofenil)-4-metilcumarina
pentaacetato de dietilentriamina
acido 4,4'-diisotiocianatodihidro-estilbeno-2,2'-disulfénico
acido 4,4'-diisotiocianatoestilbeno-2,2'-disulfonico
cloruro de 5-[dimetilamino]naftaleno-1-sulfonilo (DNS, dansilcloruro)
acido 4-(4'-dimetilaminofenilazo)benzoico (DABCYL)
4-dimetilaminofenilazofenil-4'-isotiocianato (DABITC)
eosina y derivados:
eosina
isotiocianato de eosina
eritrosina y derivados:
eritrosina B
isotiocianato de eritrosina
etidio
fluoresceina y derivados:
5-carboxifluoresceina (FAM)
5-(4,6-diclorotriazin-2-il)Jaminofluoresceina (DTAF)
2',7"-dimetoxi-4'5"-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE)

fluoresceina
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Porciones adecuadas utiles como donadores o aceptores en pares de FET
isotiocianato de fluoresceina
QFITC (XRITC)
fluorescamina
IR144
IR1446
Verde malaquita isotiocianato
4-metilumbeliferona
orto cresolftaleina
nitrotirosina
pararrosanilina
Rojo de fenol
B-ficoeritrina
o-ftaldialdehido
pireno y derivados:
pireno
butirato de pireno
butirato de succinimidil 1-pireno
puntos quantum
Rojo reactivo 4 (Cibacron™ Rojo brillante 3B-A)
rodamina y derivados:
6-carboxi-X-rodamina (ROX)
6-carboxirodamina (R6G)
cloruro de lisamina rodamina B sulfonilo rodamina (Rhod)
rodamina B
rodamina 123
isotiocianato de rodamina X
sulforodamina B
sulforodamina 101
derivado sulfonil cloruro de sulforodamina 101 (Texas Rojo)
N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA)
tetrametil rodamina
isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC)
riboflavina
acido rosolico

derivados de quelatos de lantanidos

En la literatura existe una variedad de orientaciones practicas disponibles para seleccionar pares donadores-aceptores
apropiados para sondas particulares, como se ejemplifica por las siguientes referencias: Pesce y otros, Eds.,
FLUORESCENCE SPECTROSCOPY (Marcel Dekker, Nueva York, 1971); White y otros, FLUORESCENCE
ANALYSIS:A PRACTICAL APPROACH (Marcel Dekker, Nueva York, 1970). La literatura también incluye referencias
que proporcionan listas exhaustivas de moléculas luminiscentes y cromogénicas y sus propiedades oOpticas relevantes,
para escoger pares de reportero-inhibidor (ver, por ejemplo, Beriman, HANDBOOK OF FLUORESCENCE SPECTRA
OF AROMATIC MOLECULES, 2da Edicion (Academic Press, Nueva York, 1971); Griffiths, COLOUR y CONSTITUTION
OF ORGANIC MOLECULES (Academic Press, Nueva York, 1976); Bishop, Ed., INDICATORS (Pergamon Press,
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Oxford, 1972); Haugland, HANDBOOK OF FLUORESCENT PROBES AND RESEARCH CHEMICALS (Molecular
Probes, Eugene, 1992) Pringsheim, FLUORESCENCE AND PHOSPHORESCENCE (Interscience Publishers, Nueva
York, 1949); y similares. Ademas, hay una amplia orientacion en la literatura para derivatizar moléculas reporteras e
inhibidoras para la unién covalente a través de grupos reactivos facilmente disponibles que pueden afiadirse a una
molécula.

La diversidad y utilidad de métodos quimicos disponibles para conjugar fluoréforos a otras moléculas y superficies se
ejemplifica por el amplio cuerpo de literatura en la preparacion de acidos nucleicos derivatizados con
fluoréforos. Ver, por ejemplo, Haugland (supra); Ulman y otros, la patente de los Estados Unidos num.
3,996,345; Khanna y oftros, la patente de los Estados Unidos nim. 4,351,760. Por lo tanto, esta bien dentro de las
capacidades de los expertos en la técnica elegir un par de intercambio de energia para una aplicacién particular y para
conjugar los miembros de este par a una molécula sonda, tal como, por ejemplo, un material bioactivo molecular
pequefio, un acido nucleico, un péptido u otro polimero.

En una pareja de FET, generalmente se prefiere que una banda de absorbancia del aceptor solape una banda de
emisién de luminiscencia del donador. Cuando el donador (fluoréforo) es un componente de una sonda que usa
transferencia de energia de resonancia de luminiscencia (LRET), la porcion luminiscente donadora y el inhibidor
(aceptor) de la invencion se seleccionan preferentemente de manera que las porciones donadora y aceptora muestren
transferencia de energia de resonancia de luminiscencia cuando la porcion donadora se excita. Un factor a considerar
en la eleccioén del par fluoréforo-inhibidor es la eficiencia de la transferencia de energia de resonancia de luminiscencia
entre ellos. Preferentemente, la eficiencia de LRET entre las porciones donadora y aceptora es al menos 10 %, con
mayor preferencia al menos 50 % y aun con mayor preferencia al menos 80 %. La eficiencia de LRET facilmente puede
probarse empiricamente mediante el uso de ambos métodos descritos en la presente descripcion y conocidos en la
técnica.

La eficiencia de LRET entre la pareja donador-aceptor también puede ajustarse mediante el cambio de la capacidad del
donador y del aceptor para dimerizar o asociarse estrechamente. Si las porciones de donador y aceptor se conocen o se
determina que se asocian estrechamente, puede promoverse un aumento o disminucién de la asociacién mediante el
ajuste de la longitud de una porcién enlazadora, o de la misma sonda, entre las dos entidades luminiscentes. La
capacidad de un donador y un aceptor en un par de asociarse puede aumentarse o disminuirse mediante el ajuste de
las interacciones hidrofébicas o idnicas, o las repulsiones estéricas en el constructo de la sonda. Asi, las interacciones
intramoleculares responsables por la asociacion del par donador-aceptor se pueden aumentar o atenuar. Asi, por
ejemplo, la asociacion entre el par donador-aceptor se puede aumentar por, por ejemplo, usar un donador que contiene
una carga total negativa y un aceptor con una carga total positiva.

Ademas de los fluoréforos que se unen directamente a una sonda, los fluoréforos también pueden unirse mediante
medios indirectos. En estas modalidades, una molécula ligando (p. e€j., biotina) preferentemente se une covalentemente
a las especies sonda. El ligando se une después a otra molécula (p. €j., estreptavidina), que es inherentemente
detectable o se une covalentemente a un sistema de sefial, tal como un compuesto luminiscente de la invencién, o una
enzima que produce un compuesto luminiscente mediante la conversion de un compuesto no luminiscente. Las enzimas
utiles de interés como etiquetas incluyen, por ejemplo, hidrolasas, particularmente fosfatasas, esterasas y glicosidasas,
u oxidorreductasas, particularmente peroxidasas. Los compuestos fluorescentes incluyen fluoresceina y sus derivados,
rodamina y sus derivados, dansil, umbeliferona, etcétera, como se discutié anteriormente. Para una revisién de varios
sistemas de etiquetado o produccién de sefial que pueden usarse, ver, la patente de los Estados Unidos num.
4,391,904.

Los medios para detectar etiquetas luminiscentes son bien conocidos por los expertos en la técnica. Asi, por ejemplo,
las etiquetas luminiscentes pueden detectarse mediante la excitacion del fluoréforo con la longitud de onda adecuada de
luz y la deteccion de la luminiscencia resultante. La luminiscencia puede detectarse visualmente, por medio de una
pelicula fotografica, mediante el uso de detectores electronicos tales como dispositivos acoplados a carga (CCD) o
fotomultiplicadores y similares. Similarmente, las etiquetas enzimaticas se pueden detectar al proporcionar el sustrato
adecuado para la enzima y detectar el producto de reaccion resultante.

Métodos

Los compuestos y complejos de la invencién son utiles como sondas en una variedad de sistemas de ensayos
biolégicos y aplicaciones diagndsticas. Una revision de los sistemas de ensayos, tales como los formatos de ensayos
competitivos, ensayos inmunolodgicos, microarreglos, ensayos de unién a membrana y ensayos de actividad de enzimas,
se da p. €j.,, en la patente de los Estados Unidos num. 6,864,103 otorgada a Raymond y otros Esta dentro de la
capacidad de un experto en la técnica seleccionar y preparar una sonda que incluya un complejo de la invencion, y que
es adecuada para cada sistema de ensayo. En una modalidad ilustrativa, la molécula sonda luminiscente se usa para
detectar la presencia o ausencia de un analito en una muestra.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencién proporciona una mezcla de un complejo de la invencion y un analito.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de un analito en una
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muestra. El método comprende (a) poner en contacto la muestra y una composicion que incluye un complejo de la
invencion; (b) excitar el complejo; y (c) detectar la luminiscencia del complejo. La presencia o ausencia del analito puede
indicarse por la ausencia o presencia de la luminiscencia del complejo.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para detectar la presencia o ausencia de un analito en una
muestra. El método comprende (a) poner en contacto la muestra y una composicion que comprende un complejo de la
invencion, y un grupo modificador de luminiscencia, en donde la energia puede transferirse entre el complejo y el grupo
modificador de luminiscencia cuando el complejo se excita, y en donde el complejo y el grupo modificador de
luminiscencia puede ser parte de la misma molécula o ser parte de diferentes moléculas; y (b) excitar dicho complejo; y
(c) determinar la propiedad luminiscente de la muestra, en donde la presencia o ausencia del analito se indica por la
propiedad luminiscente de la muestra.

En una modalidad ilustrativa, el analito, si esta presente en dicha muestra, compite con una molécula sonda que incluye
un complejo de la invencion, para unirse a un sitio de unién localizado en una molécula de reconocimiento. En otra
modalidad ilustrativa, el analito desplaza a la molécula sonda del sitio de unién localizado en una molécula de
reconocimiento, mediante la unién al sitio de unién. En una modalidad ilustrativa adicional, la molécula sonda es un
complejo de la invencion.

Por consiguiente, en un aspecto, la invenciéon proporciona un kit que incluye una molécula de reconocimiento y un
compuesto o un complejo de la invencion. Las moléculas de reconocimiento ilustrativas incluyen biomoléculas, tales
como células completas, preparaciones de membranas celulares, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, proteinas (p.
€j., receptores de superficie celular, tales como receptores acoplados a proteina G), dominios proteicos, péptidos,
acidos nucleicos, y similares.

Analitos

Los compuestos, complejos y métodos de la invencion pueden usarse para detectar cualquier analito o clase de analitos
en cualquier muestra. Una muestra puede contener p. €j., un fluido biolégico (p. €j., sangre de un paciente) o tejido.
Otras muestras pueden incluir, p. €j., soluciones de moléculas sintéticas o extractos de una planta o microorganismo (p.
€j., para esfuerzos de tamizaje de farmacos). Los analitos ilustrativos son farmacos de uso farmacéutico, farmacos de
abuso, moléculas pequefas sintéticas, compuestos marcadores bioldgicos, hormonas, agentes infecciosos, toxinas,
anticuerpos, proteinas, lipidos, iones organicos e inorganicos, carbohidratos y similares. (ver p. €j., la patente de los
Estados Unidos num.:6,864,103 otorgada a Raymond y otros para muestras adicionales de analitos).

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar modalidades seleccionadas de la invencion y no se construyen
como limitantes de su alcance.

Ejemplos
Ejemplo 1

Metil 2-metoxi-3-metilbenzoato (E-1)

0Os_OH 0+ _0CH3,
OH _DMS. K:CO; OCH;

acetona

E-1

A una mezcla de acido 3-metil-salicilico (200 g, 1.32 mol), carbonato de potasio anhidro (500 gramos, 3.6 mol) y acetona
seca (3.5 L) en un matraz de fondo redondo de 5 litros, se afiadié dimetilsulfato (DMS, 210 mL, 2.2 mol) en varias
porciones. Después de agitar a temperatura ambiente durante la noche, la mezcla se calenté a reflujo, y la reaccién se
control6 mediante TLC. Para completar la esterificacion, pueden ser necesarias nuevas adiciones de DMS y K;CO:s.
Cuando la TLC indica la finalizacion de la reaccion, la mezcla se sometié a reflujo 4 horas mas para destruir cualquier
DMS remanente. La mezcla se filtro, y el filirado se evaporé para eliminar los solventes. Se obtuvo un aceite espeso
amarillo palido como el producto bruto, 215 g de rendimiento (91 %). '"H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C) 8:2.26 (s, 3H,
CHj3), 3.78 (s, 3H, OCHz3), 3.85 (s, 3H, OCHzs), 6.98 (t, J = 7.5, 1H, ArH), 7.27 (d, J = 7.5, 1H, ArH), 7.58 (d, J = 7.5, 1H,
ArH); *C NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C) 8:15.7, 51.8, 61.1, 123.2, 124.3, 128.8, 132.4, 134.8, 158.1, 166.6.
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Os_OH
Oy OCH3
i. hidrolisis OCH3
O F—
ii. KMnO/KOH OH
0
E-1 E-2

Acido 2-Metoxi-isoftalico (E-2)

A una solucion del compuesto E-2 (215 g, 1.19 mol) en una mezcla de metanol (2 L) y agua (0.5 L), se afiadieron perlas
de hidréoxido de potasio (100 gramos, 1.5 mol) con enfriamiento. La mezcla se sometio a reflujo durante la noche, y
después se evapor6 hasta secarse; el residuo se disolvié después en agua (0.5 L) y se acidificé con HCI 6N. El acido 2-
metoxi-3-metilbenzoico precipité como cristales blancos; 189 gramos de rendimiento, 95 %. 'H NMR (500 MHz, CDCls,
25 °C) 6:2.23 (s, 3H, CHs), 3.71 (s, 3H, OCHa), 7.06 (t, J = 7.5, 1H, ArH), 7.36 (d, J = 7.5, 1H, ArH), 7.49 (d, J = 7.5, 1H,
ArH).

A una mezcla de acido 2-metoxi-3-metilbenzoico (75 gramos, 0.45 mol) y agua (4 L) en un matraz de 5 litros equipado
con un agitador mecanico y un manto de calentamiento, se afadié hidroxido de sodio (20 g, 0.5 mol), y la mezcla se
convirtié en una solucion clara. La solucién se calentd a 75 °C, y se afadié permanganato de potasio (158 g, 1 mol) en
varios lotes durante 6 horas. La suspensién marrén resultante se agité durante la noche; mientras tanto, la temperatura
de la mezcla de reaccién se mantuvo en el intervalo de 80 - 85 °C.

El proceso de oxidacion se controlé6 mediante NMR de protones (en D,O-NaOD). Si el pico caracteristico de 3-metilo a
2.06 ppm en NMR aun fuera reconocible, pueden afadirse varios gramos mas de permanganato de potasio para
asegurar la finalizacion de la reaccion de oxidacion. La suspension se filtré después para eliminar la gran cantidad de
MnO. y el filtrado se acidificé con HCI conc. Se observa que la precipitacion del producto cristalino es lenta. El producto
puro se obtuvo como cristales de nieve y se recolecté mediante filtracion, 75 gramos de rendimiento, 85 %. '"H NMR
(500 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6:3.79 (s, 3H, CH3), 7.24 (t, J=7.5, 1H, ArH), 7.79 (d, J = 7.5, 2H, ArH).

Cloruro de acido de 2-metoxi- isoftalico (E-3)

Oy, -OH Oy Cl

OCH:  goc OCH;3
OH Cl

0
E-2 E-3

A una soluciéon de acido de 2-metioxiisoftalico E-2 (75 g, 0.41 mol) en dioxano seco, se afiadieron cloruro de tionilo (119
g, 1 mol) y una gota de DMF con agitacion. La mezcla se sometid a reflujo durante la noche bajo N, después todas los
compuestos volatiles se eliminaron mediante destilaciéon a presion reducida, el residuo se secé a vacio (0.1 mm de Hg)
durante al menos 8 h. Este compuesto sensible a la humedad es lo suficientemente puro para la proxima etapa de
reaccion.

2-Metoxi- bis(2-mercaptotiazolida)isoftalamida (E-4)

S
S
0._Cl S o:f:)

HNJ{ TEA
OCH; L_S OCHs
Cl CH2Clz 0

o

N
s 7
E-4

A la solucién enfriada con hielo de 2-mercaptotiozalina (107 g, 0.9 mol) y 150 mL de trietilamina en 350 mL de THF seco
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se afiadié a una solucién del compuesto E-3 (hecho a partir de 75 g de acido 2-metoxi-isoftalico) en 300 mL de THF
seco gota a gota con agitacion. Se produjo una suspension amarilla espesa que se agité durante la noche y después se
filtré. La torta amarilla del filiro se lavo rigurosamente con agua, se seco al aire y se recristalizé a partir de 2-propanol
para dar 106.7 g de producto puro. El filtrado se evaporé hasta secarse, se disolviéo en CH2Cl,, se extrajo con HCI 1N y
KOH 1N sucesivamente, después se purific6 mediante cromatografia rapida para dar 31 g adicionales de producto,
137.7 g de rendimiento total, 84 %. 'H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C) (Figura 7) 6:3.419 (t, J = 7.5, 2H, CHy), 3.897 (s,
3H, OCHg), 4.589 (t, J = 7.5, 2H, CHy), 7.137 (t, J = 7.5, 1H, ArH), 7.433 (d, J = 7.5, 1H, ArH). 3*C NMR (500 MHz,
CDCl;, 25 °C) 06:29.2, 55.6, 62.9, 123.1, 128.1, 131.9, 154.7, 167.1, 200.8.Anal. Calcd (encontrado) para
C15H1aN203S4-H20(352.427):C, 43.25 (43.02); H, 3.87 (3.78):N, 6.72 (6.81).

Los métodos adicionales para funcionalizar la porciéon isoftalamidilo se describen en la presente descripcion
concerniente a la funcionalizacién en las posiciones (dd) y (ee) de la Figura 2.

Ejemplo 2
H(2,2)-amina o PENTEN (E-5)

El compuesto E-5 se sintetizé6 mediante una leve modificacion del procedimiento informado (Bianke K. Wagnont y Susan

C. Jackels, Inorg. Chem. 1989, 28, 1923-1927):
NHTs NH.Br NH,
@NHTS (<<Nmar <[<NH7

CIH.HN TsHN N N N
Ts
N _— _—
23 ( ( (
Cl Cl N N N
&NHTS &NH;Br &NHZ
NHTs NH,Br NH,
E-5A E-5B E-5C E-5D E-5E E-5

CIEtNHTS (E-5B)

CIH.HN TsHN

G

E-5A E-5B

Una solucion acuosa de hidrocloruro de 2-cloroetilamina (E-5A) al 70 % (1 mol) y K2COs (1.2 mol) se disolvieron en
agua destilada (4 Litros). TsCl (1 mol) se afiadié lentamente con agitacion. La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante aproximadamente 24 h. El pH de la mezcla de reaccion se ajusté a 9 mediante la adicion
lenta de solucién de KOH 4 M y la mezcla se mantuvo en agitacion hasta que la TLC indico que se inhibié todo el TsCl.
El precipitado resultante se recolecté mediante el uso de la filtracion por succion, se lavé con agua destilada, y se secé
al vacio (220 g, rendimiento del 95 %). mp:77-78 °C. '"H NMR (CDCls): 6 2.4 (3 H, s), 3.28 (2 H, q), 3.52 (2 H, 1), 5.2 (I H,
s), 7.4 (2 H, dd), 7.9 (2 H, dd).

Tosilaziridina (E-5C)

TsH Ts
— . N
| JALN

E-5B E-5C
CIEtNHTs (100 g, 0.4 mol) se afiadié a una solucion agitada de NaOH (1200 mL, 1.4 M) en un bafio de sal/hielo, y la
agitacion continué durante aproximadamente 1.5 h. El precipitado después se dejé sedimentar durante la noche a 10
°C. El producto se recolecto, se lavo con agua destilada fria, y se seco al vacio (180 g, rendimiento del 92 %). mp:51-52
°C. '"HNMR (CDClg): 8 2.3 (4 H, s), 2.4 (3 H, s),7.3 (2 H, dd), 7.8 (2 H, dd).

Penten-4-Ts (N,N,N',N'-tetrakis(tetrakis(2-((p-tolilsulfonil)Jamino)-etil))etilenodiamina) (E-5D)
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NHTs
[K::NHTS
HTs N
N —_—
A C
N

&NHTS
NHTSs

E-5C

E-5D

La tosilaziridina (80.8 g, 0.41 mol) se disolvio en tolueno seco (160 mL) y acetonitrilo (80 mL). Una solucién de
etilendiamina (6 g, 0.1 mol) en acetonitrilo (80 mL) se afadioé gota a gota por un periodo de 1 h. La mezcla se calenté
después a 60-65 °C durante la noche con agitacion. Después del enfriamiento, el penten-4-Ts se recolecté como
cristales blancos finos, se lavo con acetonitrilo y se secé al vacio a temperatura ambiente, 90 % de rendimiento. 'H
NMR (CDCls): 6 2.41 (s, 12H, CHa), 2.50(s, 8H, CHy), 2.95(s, 12H, CHy), 5.95 (br, 4H, NHTSs), 7.2-7.9 (m, 16H, aromH).

Penten-6HBr (E-5E)
NHTs
[K::NHTS
[N
N
(g::NHTs
NHTs

E-5D

NHBr
[g::NH3Br

El compuesto E-5D (42.5 g, 0.5 mol) se disolvid en una mezcla de HBr (300 mL) y de acido acético (200 mL) en un
matraz de fondo redondo de 1 L. El matraz se ajusté con un condensador y se calento a reflujo durante 48 h y después
se coloco en un bario de hielo. El precipitado resultante se recolectd, se lavo con metanol y se seco al vacio (36 g,
rendimiento del 95 %). "H NMR (D20): § 2.53 (8 H, d), 2.60 (2 H, d), 2.63 (2 H, d), 2.66 (8 H, m), 4.1 (8 H, s).

Penten (E-5)

El Penten (E-5) se prepard a partir de la sal hidrobromuro mediante cromatografia de intercambio idnico. La resina
Dowex 1X8 en la forma basica (OH") se regeneré mediante el uso de un lavado de NaOH al 1 %, seguido por lavados
de agua libre de CO. El penten.6HBr (4.0 g, 0.4 mol) en agua libre de CO, (40 mL) se cargd en la columna de resina
Dowex regenerada (volumen de lecho de 100 mL). La columna se eluyd con agua, y se recolectaron las fracciones de
prueba basica. Las fracciones recolectadas se evaporaron para producir un aceite (1.2 g, rendimiento del 95 %). 'H

NMR (D20): d 2.05(s, 4H), 2.16(t, 8H), 2.45(t, 8H), 4.15(s, 8H).

Ejemplo 3

Sintesis de la caperuza de H(2,2)amina funcionalizada (E-4)
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NHBoc NHBoc NHBoc
0 i. CDI
H ii. NaBH,4 H Tempo/NaClO d/_
NHZ HZ NHZ
E-7 E-8 E-9
NHBoc

N\ W
ZHN/—/;:E E-:JOH2 /‘?\ﬁN/\{/J E‘ E-12
H

NaBHA ZHN NHZ NHZ
aBHAC3 E-11
NHBoc NHBoc
/-ﬂ'(‘\\h[ ‘Nﬁ_/_/ i. hidrogenacion /—#' <\\N N6\4<_F1
ZHN NHZ ZHN NHZ ii. Intercambio idnico  HzN NH; H,N NH,
E-13 E-14

Ester terc-butilo del acido (5-benziloxicarbonilamino-6-hidroxi-hexil)-carbamico (Cbz-Lys(Boc)-alcohol) (E-8)

NHBoC NHBoc
03L_<_/_J i. cDI
’ i. NaBH, H
NHZ NHZ
E-7 E-8

Este compuesto se sintetizo en el 2001 con un rendimiento del 69 %. Ripka, y otros, Org. Lett., 2001, 3(15), 2309. Se
encontré que el método de anhidrido mixto usado rutinariamente (G. Kototos, Synthesis, 1990, 299) no proporciona
producto puro, pero el procedimiento de CDI general (Kim y otros, Synlett, 1999, 1239) puede proporcionar producto
puro con rendimiento satisfactorio. Este procedimiento se modificé ligeramente como sigue:

A una solucién agitada de acido 2-benziloxicarbonilamino-6-terc-butoxicarbonilamino-hexanoico (Cbz-Lys(Boc)-OH)
(Chem-lmpex International, 3.8 g, 10 mmol) en THF (25 mL) en un matraz redondo de 100 mL se le afiadi6 1,1'-
carbonildiimidazol (CDI) (1.7 g, 10.5 mmol) a temperatura ambiente. Después de 20 minutos, la solucion de THF se
transfirid a través de una canula Teflon (¢ = 2 mm) a una solucién agitada de borohidruro de sodio (0.75 g, 20 mmol) en
agua (10 mL) en un matraz redondo de 1 L inmerso en bafio de agua a 5-10 °C. La adicién provocé una fuerte evolucion
de gas de hidrogeno y la mezcla se agité durante un par de horas. Las sustancias volatiles se eliminaron en un
rotovapor, y el residuo se disolvié en acetato de etilo (150 mL). La soluciéon de acetato de etilo se extrajo sucesivamente
con HCI 1 N frio (2 x 50 mL), solucién de bicarbonato de sodio saturada (2 x 50 mL), salmuera (100 mL), y se secé con
sulfato de sodio anhidro. La solucidon seca de acetato de etilo se pas6 después a través de una almohadilla rapida de
una pulgada de gel de silice, y se concentré para proporcionar un soélido incoloro (3.3 g, 91 %), Rs de la TLC= 0.24
(95:5:2 EtOAC :MeOH :H,0).

"H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & 1.34-1.59 (m, 6H, Lys CHy), 1.42 (s, 9H, Boc CHs), 2.29 (s, br, 1H, CH,OH), 3.11
(m, 2H, CHy), 3.63 (m, 3H, CH + CH.), 4.60 (s, 1H, BocNH), 5.08(s, 2H, CHs), 5.10 (s, 1H, CbzNH), 7.32 (m, 5H,
ArH). *C NMR (500 MHz, CDClg): d, 22.66, 28.41, 29.89, 39.73, 52.98, 64.82, 66.77, 79.28, 128.09, 128.12, 128.52,
136.47, 156.42, 156.79.MS (FAB, NBA) C19H30N2Os:[M+H]* 367.2.

Ester de terc-butilo del 4cido (5-benziloxicarbonilamino-6-oxo-hexil)-carbamico (Cbz-Lys(Boc)-aldehido) (E-9)

NHBoc NHBoc

Tempo/NaClO 7

NHZ NHZ
E-8 E-9

Este aldehido se sintetizé6 en 1990 (McConnell, y otros, J. Med. Chem. 1990, 33, 86-93) mediante el tratamiento del
éster de Cbz-Lys(Boc)-metilo con hidruro de diisobutilaluminio. (Rich y otros, J. Org. Chem., 1978, 43, 3624). En el
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laboratorio, el alcohol correspondiente se convirtid al aminoaldehido correspondiente a través de la oxidacién con
oxamonio (Leanna, y otros, Tet. Lett. 1992, 32(35), 5029).

Un matraz Morton de 3 cuellos de 500 mL que contiene Cbz-Lys(Boc)-alcohol (3.66 g.0.01 mol), radical libre TEMPO
(0.014 g.0.0001 mol), y NaBr (1.1 g.0.011 mol) en una mezcla bifasica de tolueno (30 mL) / acetato de etilo (30 mL) y
agua (5 mL) se sumergié en un bafio de agua helada a 0 °C. Con agitacion mecanica rapida (1200 rpm), una solucién
acuosa hecha de mezclar blanqueador comercial al 6 % (Cholorox“'@) (14 mL), agua (20 mL) y KHCO3 (2.5 g, 0.025
mol) se afiadié a través de un tubo Teflon con una punta capilar de vidrio durante un periodo de 1 h y se agité durante
10 min adicionales. La capa acuosa se separo y se lavo con tolueno (10 mL). Las capas organicas combinadas se
lavaron con una solucion de Kl (0.1 g) disuelta en KHSO,4 acuoso al 10 % (15 mL). La capa organica coloreada con yodo
se lavé después sucesivamente con tiosulfato de sodio acuoso al 10 % (10 mL), amortiguador de fosfato pH 7 (0.2 M, 20
mL) y salmuera saturada. El secado con Na;SO4 anhidro, la filtracion y la concentracion dio 3.1 g (85 %) de aldehido
bruto (E-9) como aceite espeso incoloro, que se purificé mediante cromatografia rapida (EtOAc al 5-20 % en CH.Cly).
Las fracciones adecuadas se combinaron y los solventes se eliminaron a vacio, para dar un sélido blanco como
producto. El compuesto puro mantiene la reactividad si se almacena en un congelador durante meses.

H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & 1.32-1.86 (m, 6H, Lys CHy), 1.41 (s, 9H, Boc CHs), 3.10 (s, br, 2H, CH,), 4.27 (m,
1H, CH), 4.58 (s, br, 1H, BocNH), 5.10(s, 2H, CHa), 5.53 (d, 1H, J = 6 Hz, CbzNH), 7.31 (m, 5H, ArH), 9.57(s, 1H,
aldehidoH).MS (FAB, NBA) CioHzsN,0s:[M+H]*365.2.

Ester de bencilo del acido {2-[(2-amino-etil)-(2-benziloxicarbonliamino-etil)}-amino]-etil}-carbamico (BisCbzTREN) (E-10)

/TN g

ZHN NHZ
E-10

Este también es un compuesto conocido (Pat. Jap. num. 11302243, Takayanagi, Hisao, Mitsubishi Chemical Industries).
La patente informa una sintesis en multiples etapas mediante el uso de etilendiamina como un material de partida. Se
encontré que el compuesto E-10 puede prepararse en una reaccion de una etapa bajo condiciones suaves:

Se afadié bencilfenilcarbonato* (Pittelkow, y otros, Synthesis, 2002, 2195) (4.56 g, 20 mmol) a una solucién en agitacion
de TREN (1.46 g, 10 mmol) en EtOH absoluto (50 mL) mientras que se enfria con un bafio de hielo. La mezcla de
reaccion se agitd durante la noche a temperatura ambiente. Los compuestos volatiles se eliminaron al vacio, se
disolvieron en una cantidad minima de CH.Cl, y se cargaron en una columna de silice rapida; el compuesto E-10 se
prepar6é mediante cromatografia en gradiente con CH3OH al 3-10 % + TEA al 1 % en CHCl,. Las fracciones adecuadas
aisladas se combinaron y se pasaron a través de un tapon de alumina basica fuerte, y se concentraron para
proporcionar BisZ-TREN puro como un aceite incoloro espeso con un rendimiento del 75 %.

H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 8 2.48 (t, 2H, J = 5.5Hz, CH,), 2.56 (s, br, 4H, CHj), 2.67 (t, 2H, J = 5.5Hz, CH,), 3.23
(s, br, 4H, CHy), 5.06 (s, 2H, CHy), 5.72 (s, 2H, CbzNH), 7.04 (m, 10H, ArH). *C NMR (500 MHz, CDCls): 5, 38.91,
39.35, 53.82, 52.69, 66.28, 127.78, 127.82, 136.58, 156.70.MS (FAB, NBA) Cy,H30N4O4:[M+H]* 415.

*Ester fenilico de éster bencilico del acido carbénico (Bencilfenilcarbonato)
(Pittelkow, y otros, Synthesis, 2002, 2195)

Este compuesto es un compuesto conocido, pero no esta comercialmente disponible. Se preparé siguiendo un
procedimiento publicado. (Rich y otros, J. Org. Chem., 1978, 43, 3624). A una mezcla de alcohol bencilico
(recientemente destilado, 69.2 g, 0.64 mol), piridina (64 mL) y CH>Cl, (115 mL) en un matraz de 3 cuellos de 500 mL
equipado con un condensador, agitacion mecanica y un embudo de adicién se afiadié cloroformato de fenilo (100 g,
0.64 mol) durante un periodo de 1 h. La mezcla de reaccion se agité durante 3 h adicionales, y se afadié H,O (160 mL).
La fase organica se lavo con H,SO4 acuoso (2 M; 150 mL), se secod sobre Na;SO4 anhidro, se filir6 y se concentro al
vacio. El producto crudo se destilé al vacio 127-131 °C/0.1 mm de Hg para dar el compuesto deseado como aceite
incoloro, Rendimiento:108 g (94%) (rendimiento de la literatura:79 %).

H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 8 5.37 (s, 2H, CH,), 7.18-7.48 (m, 10 H, ArH).MS (FAB): m/z = 372.1 (MH").

Ester terc-butilico del &cido (5-benziloxicarbonilamino-6-{2-[bis-(2-benziloxicarbonilamino-etil)-amino]-etilamino}-hexil)-
carbamico (TrisCbzLysBocTREN) (E-11)

NHBoc NHBoc
/7N Ny
ZHN NHZ E-10 //\ VAR
N N
d NN

NHZ NaBHACS ZHN NHZ NHZ
E-9 E-11
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BisCbz-TREN (E-10) (4.14 g, 10 mmol) y Cbz-Lys(Boc)-aldehido (E-9) (3.64 g, 10 mmol) se mezclaron en THF (50 mL)
a temperatura ambiente bajo N». La mezcla se agit6 durante 3 horas con 0.2 g de tamices moleculares activados de 4 A,
después se afadio triacetoxiborohidruro de sodio (3.18 g, 15 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente bajo
una atmoésfera de Ny durante 24 h. Se afadié NaOH 1 N acuoso para inhibir la mezcla de reaccion, y la mezcla se
extrajo con diclorometano (3 x 50 mL). El extracto de diclorometano se cargd en una columna rapida de gel de silice.
Las fracciones adecuadas de un gradiente de elucion (metanol al 3-10 % en diclorometano) se recolectaron y se
evaporaron hasta secarse para dar un aceite espeso beige palido, que solidifica tras reposar, rendimiento:6.27 g, 82 %.

"H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & 1.17 (s, br, 2H, Lys CHy), 1.24-1.89 (m, 4H, Lys CH,), 1.41 (s, 9H, Boc CH3), 2.53
(s, br, 8H, Tren CHy), 3.03 (s, 2H, BocNHCH), 3.14 (s, 2H, CbzZNHCH>), 3.20 (s, 2H, CbzZNHCH>), 3.64 (s, br, 1H, Lisina
quiral CH), 4.54 (s, 1H, BocNH), 5.05(m, 6H, CbzCHy), 7.27 (m, 15H, ArH). *C NMR (500 MHz, CDCls): 8, 22.80, 28.33,
29.54, 32.52, 39.40, 39.97, 47.41, 50.85, 53.77, 54.34, 66.45, 78.93, 79.27, 127.92, 128.06, 128.35, 136.59, 156.01,
156.68, 156.86.MS (FAB, NBA) C41HsgNgOs:[M+H]* 763.5.

Ester terc-butilico del acido [5-benziloxicarbonilamino-6-((2-benziloxicarbonilamino-etil)-{2-[bis-(2-
benziloxicarbonilamino-etil)-amino]-etil}amino)-hexil]-carbamico (E-13)

NHBoc NHBoo

\VA
Y f= A

ZHN NHZ NHZ NHZ ZHN NHZ

TrisCbzLysBocTREN (E-11) (3.81 g, 5 mmol) y Cbz-aziridina*(E-12) (1.24 g, 7 mmol) se mezclaron en terc-butanol (50
mL) a temperatura ambiente bajo N,. La mezcla se agitdé bajo una atmdsfera de N2 a 80°C durante 16 horas hasta que
la TLC indic6 que la reaccién habia finalizado. Los compuestos volatiles se eliminaron bajo vacio y el residuo se disolvié
en diclorometano. Las fracciones adecuadas de una columna de gel de silice rapida en gradiente (metanol al 1-7 % en
diclorometano) se recolectaron y se evaporaron hasta secarse para dar un aceite espeso beige palido; rendimiento:3.98
g, 84.7 %.

H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & 1.24-1.87 (m, 6H, Lys CHy), 1.42 (s, 9H, Boc CHa), 2.26 (s, br, 2H, CH,), 2.47 (m,
br, 6H, CHy), 2.58 (s, br, 2H, CH,), 2.93-3.35 (m, br, 8H, CHy), 5.05(m, 8H, CbzCHy), 7.27 (m, 20H, ArH).

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 5 1.12-1.55 (m, 6H, Lys CHz), 1.34 (s, 9H, Boc CHs), 2.60 (m , 2H, CHy), 2.43 (s,
8H, CH,), 2.85 (m , 2H, CHy), 3.01 (s, 6H, CHz), 3.43 (s, 1H, CH), 4.98 (s, 8H, CbzCH,), 6.71 (t, 1H, J = 8 Hz, Amida H),
6.92 (d, 1H, J = 8 Hz, Amida H), 7.01 (t, 1H, J = 8 Hz, Amida H), 7.07 (t, 2H, J = 8 Hz, Amida H), 7.31 (s, br, 20H,
ArH). 3C NMR (500 MHz, CDCI3): 8, 22.78, 28.37, 29.65, 31.15, 32.96, 38.54, 38.67, 40.09, 49.36, 52.09, 52.31, 59.35,
66.47, 69.10, 78.94, 127.94, 127.97, 128.02, 128.11, 128.36, 128.38, 136.57, 136.64, 156.01, 156.68.MS (FAB, NBA)
C51He,9N7O1oZ[|\/|+H]+ 940.5.

*Aziridina y sus derivados CBZ o Boc

La aziridina o etilenimina es un compuesto bien conocido. Puede prepararse a partir de hidrohaluros de 2-haloetilamina
con base fuerte tal como éxido de plata; hidréxido de sodio o de potasio en solucién acuosa. La sintesis de aziridina
mediante el tratamiento de hidrégeno sulfato de 2-aminoetilo con hidréxido de sodio fue recomendada por Organic
Synthesis (Allen, y otros, "Organic Synthesis", V. 30, John Wiley y Son, Inc., Nueva York, N.Y., 1950, paginas 38-40) y
es el método de preparaciéon mas comun. Debido a su alta tendencia a polimerizar, el rendimiento de la preparacion es
bajo. Un rendimiento del 37 % de aziridina fue informado por Organic Synthesis y se considera un buen rendimiento.

Ya que la aziridina ahora no esta comercialmente disponible, se adopté el método de la literatura (Reeves y otros, J.
Amer. Chem. Soc., 1951, 73, 3522) con ligeras modificaciones para sintetizar este compuesto. La cuestion clave de la
sintesis es generar y vaporizar la aziridina instantaneamente y destilar rapidamente para reducir la polimerizacién no
deseable.

Un matraz de 5 Litros, de 3 cuellos equipado con una barra de agitacion magnética gigante, un embudo de goteo de 250
mL y un condensador prolongado (compuesto por tres condensadores) dispuestos para la destilacion con un manto de
calentamiento se instalaron en una campana bien ventilada (Figura 5). Se colocaron 100 mL de solucion de hidréxido de
sodio al 14 % en el matraz de 5 Litros, y se calentd en un calentador metalico controlado por un regulador. La solucion
se calent6é a capacidad completa mientras que la destilacién avanzaba a una tasa rapida. Se anadié una solucion fria
hecha a partir de 63 g de hidrégeno sulfato de 2-aminoetilo, 78 g de hidréxido de sodio y 270 mL de agua al matraz de
destilacién mediante el embudo de goteo a una tasa de manera que la cantidad de liquido en el matraz se mantuvo
aproximadamente constante. El destilado sobrecalentado que llegé a 100 a 115 °C se recolect6é en un matraz receptor y
se sumergio en un bafio de hielo. El matraz tiene un brazo lateral conectado a una trampa de gas amina llena con acido
sulfurico diluido.
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En la literatura, el destilado se traté con una enorme cantidad de hidroxido de sodio para eliminar la aziridina cruda, y se
redestilé para asegurar la pureza del producto. Una gran cantidad de desecho téxico, fuertemente basico podria
generarse y no es conveniente la redestilacion de la aziridina altamente toxica y volatil. Debido a que el punto de
ebullicion de la aziridina y su dimero, el mayor contaminante, son 56-58° y 126-127.5 °C respectivamente, es posible
controlar la pureza de la aziridina sélo mediante la recolecta del destilado que hierve a 50-115 °C. La solucion de
aziridina diluida destilada se us6 directamente para preparar Boc-aziridina y CBZ-aziridina sin tratamiento adicional. El
rendimiento de aziridina se estimo alrededor del 60 %. Para la caracterizacion, una fraccion del destilado se saturé con
exceso de hidroxido de sodio, y la aziridina se preparé6 como un aceite espeso. Su pureza se confirmé mediante
espectroscopia de NMR.

H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): , 0.56 (s, br, 1H, NH), 1.56 (s, 4H, CHy). '3C NMR (500 MHz, CDCls): , 18.03.

Ester bencilico del 4cido aziridina-1-carboxilico (Cbz-aziridina E-12)

N E-12
z

Las concentraciones de aziridina en el destilado calibrado mediante la titulacion acido-base estuvieron en el intervalo de
0.1 a 0.2 M. Las soluciones se usaron directamente para la preparacion de Cbz-aziridina y Boc-aziridina.

A una solucioén de aziridina agitada, destilada (500 mL, 0.1 mol) en un matraz de fondo redondo enfriado con un bafio de
hielo, se afiadieron tres equivalentes de carbonato de potasio. Después de que se disolvié todo el sdélido, se anadid
cloroformato de bencilo (1.5 equivalentes) en éter etilico (150 mL) durante 2 h. La solucién se agité durante la noche y
se calentd a temperatura ambiente, y la fase acuosa se extrajo con cloruro de metileno (5 x 30 mL). Las fases organicas
se combinaron y se pasaron por una almohadilla de gel de silice rapida y se concentraron para proporcionar la Cbz-
aziridina como aceite espeso incoloro, rendimiento:7.2 g, 81 %.

TH NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 8 2.22 (s, 4H, CH,), 5.14 (s, 2H, CHy), 7.34 (m, 5H, ArH). ®C NMR (500 MHz, CDCls,
25 °C): 8, 20.51, 65.93, 127.3, 127.4, 128.7, 140.9, 159 4.

Ester terc-butilico del 4cido [5-amino-6-((2-amino-etil)-{2-[bis-(2-amino-etil}-amino]-etil}-amino)-hexil]-carbamico (BocLys-
H(2,2)amina) (E-14)

NHBoc NHBoc
//”)\ N NJ7\<_/_/ i. hidrogenacion // <’\\N N;>
\ . S
ZHN NHZ ZHN NHZ ii. Intercambio idnico  HzN NH; HyN NH;
E-13 E-14

A un contenedor de hidrogenacion de vidrio con 200 mg de catalizador de Pd/C humedo al 5 %, se afiadieron
cuidadosamente 5 mL de metanol en toda la pared de vidrio para cubrir el catalizador (Precaucion: el catalizador es
inflamable en el aire). Una solucion de tetraCbzBoclLys-H(2,2)amina (E-13) (0.94 g, 1 mmol) en metanol (30 mL) se
afiadio al contenedor. El contenedor se puso en una bomba Parr y se hidrogené a presion de 500 psi durante la noche.
La TLC no mostré material de partida remanente, y el disolvente se elimind al vacio. La BocLys-H(2,2)amina se obtuvo
en su forma de carbonato como un aceite espeso incoloro claro. El rendimiento bruto fue del 90 %.

H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & 1.24-1.87 (m, 6H, Lys CHz), 1.42 (s, 9H, Boc CHa), 2.41-2.82 (m, br, 10H, CH),
2.82-3.23 (m, br, 9H, CH,), 3.29 (s, br, 1H, CH), 5.48(s, 1H, BocNH), 8.52 (s, 3H, CarbonatoNH). 13C NMR (500 MHz,
CDCl3): o, 22.63, 28.39, 29.47, 31.11, 37.00, 39.93, 49.79, 51.99, 68.79, 78.62, 156.19, 168.99.MS (FAB, NBA)
Cs1HsoN7O10:[M+H]* 404.3722.

Se probdé que esta amina bruta no puede usarse directamente para la reaccion de ciclizacion exitosa que conduce a un
ligando IAM macrociclico. Este producto bruto se paso a través de una resina de intercambio aniénico basica fuerte
Dowex 1X8 para eliminar el carbonato. La amina libre resultante se usé para la préxima etapa, la reaccién de ciclizacion.

Ejemplo 4

Me4H(2,2)IAM-tetratiazolida (E-6)
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A una solucién de E-4 (100 g, 0.25 mol) en CHxCI; (3 L), se afiadio gota a gota una solucion del compuesto E-5 (1 g, 4
mmol) en 300 mL de CHCI3z durante un periodo de 24 h. La mezcla de reaccion se aplicd en una columna de gel de
silice rapida empaquetada con CH,Cl, y se eluyé con 2-propanol al 3-5 % en CH.CI;, para separar el compuesto 1 sin
reaccionar. Las fracciones adecuadas de la elucién en gradiente sucesiva (isopropanol al 5-20 % en CH.Cl,) se
combinaron y se evaporaron hasta secarse para dar el compuesto 6 puro como una espuma amarilla.4.5 g de
rendimiento (83 %).

"H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C):0 8 2.70 (s, 4H, CHy), 2.76 (t, J = 6.2 Hz, 8H, CH,), 3.43 (t, J = 7.2 Hz, 8H, CH,), 3.53
(g, 8H, J = 6.0 Hz, CHy), 3.85 (s, 12H, OCHj3), 4.64 (t, J = 7.5, 8H, CHp), 7.17 (t, J = 8.2 Hz, 4H, ArH), 7.79 (t, J = 5.4 Hz,
4H, ArH), 8.63 (d, J = 7.5, 1H, ArH). '3C NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C) &:29.2, 37.9, 50.6, 53.5, 55.7, 63.1, 124.3, 127.2,
129.1, 132.0, 133.9, 155.6, 164.9, 167.3, 201.4. Anal. Calcd (Encontrado) para CsgHesN10012Ss-H20(1367.73):C, 50.93
(51.02); H, 4.86 (4.98):N, 10.24 (10.01).

Ejemplo 5

- HN H ¢ — N
\\%\_/“‘\"Z/J E-15
E-14

- - O o [} O
SuS S5  Serd S s .
‘\"_7 Q\?‘ “\’__7 (_N)‘ condiciones H.D. % Cgc'\ N Cg'ﬂ‘\
O Q [ :5 % . 5 o 5
\:33 C{rv/ e 7 w—\ & W N
¢ - N ¢

NH N H H
, O 0 O Q
Desproteccion con BB,
80 % HO OH HO OH
-
(o] 0 O 0

MesBocLysBH(2,2)IAM (E-15)

Este trimacrociclo E-15 colgante se sintetiz6é bajo condiciones de alta dilucion. La amina libre (E-6) (1.2 g, 3 mmol), 5 mL
de trietilamina y 10 mL de isopropanol se mezclaron para formar una soluciéon homogénea y se disolvieron en 950 mL
de cloroformo en un matraz de fondo redondo de 1 L. Por otro lado, H(2,2)IAMtetratiazolida (E-14) (4.05 g, 3 mmol) se
disolvié en 950 mL de cloroformo en un matraz de fondo redondo de 1 L separado. Las soluciones de los compuestos E-
6 y E-14 (aprox.3-4 mM) se afiadieron simultaneamente a través de un "sistema de adicion lenta por capilaridad de tubo
de vidrio Teflon" casero a un matraz redondo de tres cuellos de 12 L que contiene 8 litros de diclorometano y 2 mL de
trietilamina. Las tasas de adicion se ajustaron a aproximadamente 100-120 mL por 24 h para cada reactante durante 8-
10 dias, rindiendo un color amarillo palido en el matraz de reaccion principal. Es necesario mantener la condicion de alta
dilucién para minimizar los subproductos poliméricos. Después de que los reactantes se consumieron, la mezcla de
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reaccion se agité unas 8 horas adicionales. La TLC revela que la mezcla de reaccion es una mezcla complicada. Ya que
hay muchos posibles isdmeros que coexisten para esta molécula asimétrica, estos isbmeros aparecen como puntos
diferentes en la placa de TLC. La mezcla de reaccion se pasé después a través de un tapén de silice rapido (200 g)
para reciclar los disolventes; el producto y el subproducto que permanece en el tapén se lavaron con una mezcla de
isopropanol al 20 % en CHCl, que contiene trietilamina al 1 %. Para simplificar el proceso de purificaciéon y separacion,
la solucién de lavado que contiene el macrociclo E-15 y otros subproductos se traté con una columna de alimina basica
y después una columna de gel de silice rapida, las fracciones adecuadas de la elucion en gradiente (MeOH al 3-7 % en
CHCI;) de la columna en silice rapida se combinaron, se evaporaron para proporcionar el compuesto E-15 con un
rendimiento del 25-30 %. HPLC revela que la pureza del producto bruto es de aproximadamente el 90 %. Se necesitan
purificaciones en columna adicionales para proporcionar el producto puro.

Se aislaron dos fracciones principales con valores muy diferentes de R; (0.58 y 0.76, desarrolladas con una mezcla de
AcOH/MeOH/CH3CN/CHCl, en una relacion de 0.5/8/10/90) en una cantidad aproximadamente igual; el espectro de
masa revela que ambas fracciones son el macrociclo deseado (E-15).

H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & 1.24-1.55 (m, 15H, Boc CHs + Lys CHy), 2.52-2.95 (m, br, 24H, NCHy), 3.21-
3.62 (m, br, 16H, NHCH,), 3.65-3.7 (m, 12H, CHs), 6.78(s, 1H, BocNH), 7.01-7.15 (m, 8H, ArH), 7.50-7.62 (m, 16H, ArH),
8.15-8.30 (m, br, 8H, amidaH). 3C NMR (500 MHz, CDCls): & 23.12, 28.25, 28.27, 29.76, 31.06, 37.09, 38.36, 46.01,
50.12, 52.68, 53.48, 62.53, 62.73, 62.85, 78.73, 124.84, 126.61, 133.42, 133.82, 154.89, 155.91, 156.01, 164.69,
165.01, 165.28.MS [(+)-FAB, NBA)] CesHsoN13O14: m/Z [M+H]* 1276.7.

LysBH(2,2)IAM (4)

MesBocLysBH(2,2)IAM (E-15) (0.22 g, 0.17 mmol) se disolvié en 20 mL de CH2Cl, en un matraz Schlenk con una llave
de paso Teflon. Bajo un flujo de Ng, la solucion se enfrié a -10 °C antes que se inyectara 1 mL de BBrs. La suspension
se agito durante 5 dias antes de bombear el exceso de BBr; y CH,Cl,. El sélido amarillo claro remanente se disolvio en
metanol (100 mL) con enfriamiento. La soluciéon de metanol se sometié a reflujo suavemente y se dejo sin cubrir para
permitir la liberacién de los compuestos volatiles de boro durante 6 horas. La solucién se evaporé después hasta
secarse. El residuo se disolvié en metanol (10 mL) y se diluyé en agua (50 mL). La solucién mixta se hirvié hasta que el
volumen se redujo a aprox.10 mL y después se enfrid, proporcionando un sdlido blanco como producto. Este se
recolectd mediante centrifugacion y se seco a vacio a 40 °C. Rendimiento:150 mg (53 %).

En comparacion con la molécula simétrica altamente funcionalizada BCH(2,2)IAM, la NMR del compuesto 4 es
complicada, probablemente debido al hecho de que esta molécula es asimétrica y hay varios conférmeros coexistiendo.

"H NMR (500 MHz, DoO-NaOD, 25 °C): & 0.78-1.25 (m, 6H, LysCHy), 2.15-2.30 (m, 2H, CHy), 2.40-2.92 (m, 26H, NCH>),
3.00-3.45 (m, 14H, NHCH), 3.66 (s, br, 1H, CH), 6.08-6.52 (m, 4H, ArH), 7.35-7.90 (m, 8H, ArH).MS [(+)-FAB, TG/G)]
Cs6H73N13012: m/Z 1120.5 [MH?]. Anal. Calcul. (Encontrado) para CssH73N+13012:5HBr-8 H>O (1668.95):C, 40.30 (40.29);
H, 5.68 (5.68); N, 10.91 (10.65).

Ejemplo E-6

Sintesis de productos macrotriciclicos (compuestos 19, 20, 21)
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Me4EtGlutarBocLysBH(2,2)IAM (E-18)

El compuesto E-15 (0.25 g, 0.2 mmol), se recogio en una mezcla 1:1 diclorometano y acido trifluoroacético (10 mL); la
solucion se dejé agitar durante 3 horas. Después de la evaporacion, el residuo se disolvio en metanol, y el pH de la
solucion se ajusté a 11 con KOH 0.1 N en solucién de metanol. Esta solucion basica se cargd en un tapén de alumina
basica y se eluy6é con metanol al 10 % en diclorometano para eliminar la sal de TFA y la base en exceso. Después de
eliminar el disolvente, se us6 directamente el macrociclo E-16 sin Boc para la siguiente etapa de reaccion.

El compuesto bruto E-18 se disolvio en DMAA seco (2 mL) y se mezcldé con exceso (2 equiv.) de éster de NHS del
glutarato de etilo en solucion de diclorometano seco (10 mL). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 4 h; el macrociclo E-18 resultante se purificé mediante cromatografia de silice rapida en gradiente (MeOH al 2-7
% en CH2C|2).

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & 1.14(t, 3H, CH3), 1.20-1.60 (m, 6H, CH,), 2.05 (m, 2H, CHy), 2.26 (m, 2H, CHy),
2.52-2.80 (m, br, 23H, NCH + NCHy), 3.21-3.62 (m, br, 16H, NHCH>), 3.65-3.7 (m, 12H, CHj3), 4.03(m, 2H, CH>), 5.73(s,
1H, amidaH), 7.01-7.15 (m, 4H, ArH), 7.32(d, 1H, amidaH), 7.50-7.65 (m, 8H, ArH), 7.75(m, 1H, amidaH), 7.95(m, 1H,
amidaH),8.10-8.20 (m, 4H, amidaH), 8.26(m, 1H, amidaH). *C NMR (500 MHz, CDClz): & 13.7, 20.5, 22.6, 24.8, 28.5,
32.6, 32.9, 34.7, 37.3, 38.4, 45,5, 50.8, 52.8, 53.1, 59.8, 62.0, 62.3, 62.6, 124.0, 127.5, 133.5, 155.0, 155.1, 164.9,
165.4, 172.0, 172.7.MS [(+)-FAB, NBA]:Cs7H91N13015: m/Z 1318.8 [MH*].

GlutarLysBH(2,2)IAM (5a)

El compuesto 18 (0.4 g, 0.3 mmol) se desprotegi6 con BBrzcomo se describi6 para el compuesto 4, el
compuesto 5a desprotegido se recolectd mediante centrifugacion y se seco al vacio a 40 °C para rendir un sélido beige
como un producto. Rendimiento: 150 mg (53 %).

"H NMR (500 MHz, D,O-NaOD, 25 °C): & 0.78-2.25 (m, 10H, CH,), 2.40-2.92 (m, 26H, NCH,), 3.00-3.85 (m, 17H,

NHCH_), 6.08-6.52 (m, 4H, ArH), 7.35-7.90 (m, 8H, ArH). Anal. Calcul. (Encontrado) para Cg1H79N13015-3HBr-5.5H,0
(1576, 184):C, 46.48 (46.44); H, 5.96 (5.98); N, 11.55 (11.39).MS [(+)-FAB, TG/G]] Cs1H79N13015: m/Z 1234.5 [MH"].
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Ester GlutarlLysBH(2,2)IAM-NHS (6a)

A una solucién de GlutarLysBH(2,2)IAM (16 mg, 0.01 mmol) en DMF seco (2 mL), se afiadié exceso de NHS (3 equiv.) y
una cantidad catalitica de DMAP (2 mg). La solucién se agité durante 30 min, y se afadié DCC (2 equiv.). Después la
mezcla de reaccion se agitd durante 4 h, se afiadié otra cantidad equivalente de DCC, la solucién se agitdé durante la
noche bajo nitrdgeno. La mezcla se dividié en una mezcla 1:1 de ciclohexano y 2-propanol (5 mL) y se agit6 durante 30
min. Después se centrifugd para separar el precipitado del licor madre. El precipitado se suspendié en 5 mL de 2-
propanol con agitacion vigorosa para eliminar cualquiera de las impurezas de bajo peso molecular y después se
centrifugd. Tal proceso de centrifugacion y lavado se repitid 3 veces y el precipitado se secd a vacio. El espectro de
masa de FAB(+) mostro el ion MH+ (1331) sin mostrar el pico del i6n molecular no activado (1234). No se han hecho
esfuerzos para caracterizar aun mas este compuesto. Se estan desarrollando nuevos métodos de evaluacion para estos
compuestos activados.

Método para hacer el enlazador

Ejemplo 7
Funcionalizacion del ligando macrociclico (5)
El compuesto 5 se sintetizd acoplando el compuesto 4 con anhidrido diglicélico de acuerdo con el Esquema 23 mas
abajo.
Esquema 23
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Ejemplo 8
Interaccién no especifica con proteina (Estreptavidina)

Se observo anteriormente que ciertos ligandos tales como 2 muestran interacciones no especificas con proteinas, y la
adicion de una cantidad pequefia de detergente no idnico tal como Tween-20 parece estabilizar la luminiscencia de Tb-
2 durante periodos cortos en relacién con soluciones que no contienen Tween-20. Sin embargo, la presencia de
detergentes no es deseable en muchas aplicaciones.

Fue por lo tanto importante determinar la tendencia de los nuevos ligandos para interactuar inespecificamente con las
proteinas. Los derivados de éster de sulfo-NHS y de éster de NHS del compuesto 5 se sintetizaron y se conjugaron a
estreptavidina. Para comparacion, el éster de NHS del ligando 2 también se conjugo a estreptavidina. La estreptavidina
se equilibré en amortiguador carbonato, pH 9, a una concentracion de aproximadamente 130 uM. Una solucion de DMF
de los ésteres activados de cada ligando se afiadié a la proteina a una concentracion final de aproximadamente 1 mM.
Las mezclas se dejaron incubar a 4 °C durante 1 h. El metal se afiade ya sea antes o después de la conjugacion del
ligando a la proteina. El ligando no conjugado se separ6 de la proteina conjugada mediante el uso de una técnica en
columna rotatoria o de centrifuga de filtracion en gel G50 (Penefsky, H.S, Methods Enzymol 1979, 56:527-30). Esta
técnica diluye las soluciones proteicas en menor medida que las técnicas convenciones de filtracion en gel. Las
columnas rotatorias consecutivas se corrieron en una soluciéon de muestra proteica Unica para evaluar la medida de la
absorcion no especifica de ligando. Después de una Unica separacion por filtracion en gel, la mayoria del ligando en
exceso se elimina y se deja en la superficie del lecho de gel. Un segundo tratamiento en columna rotatoria no deberia
dejar ligando adicional en la superficie de la segunda columna a menos que se produzca la asociacién no covalente del
ligando con la proteina.
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Resultados

Una cantidad significativa de ligando 2 se dej6 en la superficie del lecho de gel de las segundas e incluso terceras
columnas rotatorias de filtracion en gel consecutivas como se visualiza por un alto grado de luminiscencia residual. Por
otro lado, la luminiscencia residual del compuesto 4 activado (tanto sulfo-NHS como NHS) estuvo cerca del fondo. Por lo
tanto, la separacion del compuesto 4 no conjugado de la estreptavidina conjugada fue eficiente y se encontré minima la
union no especifica de estos ligandos a estreptavidina.

Estos experimentos demuestran que la asociacion no especifica caracteristica con proteinas observada para el ligando
aciclico 2 se reduce en gran medida y casi se elimina con el ligando macrociclico 4. Estos resultados pueden ser
explicados por la mayor susceptibilidad de los ligandos aciclicos a abrirse, cuando se comparan con el macrociclo, que
tiene menos grados de libertad. La naturaleza mas restringida del macrociclo puede hacer que las porciones hidréfobas
sean menos accesibles y limiten las interacciones no especificas de estos grupos con proteinas.

El ligando macrociclico 4 se conjugd a una variedad de proteinas diferentes a estreptavidina que incluyen proteina A 'y
varios anticuerpos; se encontré que la cantidad de asociacién no covalente del ligando con estas proteinas es
significativa en comparacion con los niveles observados para el ligando 2.

Ejemplo 9
Estabilidad de complejos de Terbio (Tb)
Estabilidad de complejos de Tb en presencia de acido o EDTA

Para evaluar la estabilidad de los complejos macrociclicos, los complejos se expusieron a condiciones bastante duras
tales como soluciones de acido acético al 1 % y EDTA 5 mM. El acido acético al 10 % se usa frecuentemente en la
fijacién y tinciéon de geles, mientras que el EDTA es un conservante usado comunmente que se usa frecuentemente a
una concentracion de 1 mM.

Resultados

Los estudios revelan que los complejos de Tb-3 (a concentraciones en pM) muestran fuerte emision de Tb en AcOH al 1
% que dura mas de 1 h, mientras que los complejos de Tb-1 pierden su luminiscencia caracteristica inmediatamente tras
la dilucién con AcOH al 1 %. De manera similar, la luminiscencia de Tb-3 a concentraciones en UM es estable durante
mas de 1 h en EDTA 5 mM, mientras que la luminiscencia de Tb-1 se disipa en menos de 5 min. La renuencia del
ligando 3 para liberar el ion Tb® en presencia de un gran exceso de EDTA indica una estabilidad cinética mucho mayor
a pH neutro (ademas de condiciones bastante acidas) en comparacion con el ligando 1. La alta estabilidad del complejo
es crucial cuando se desarrollan aplicaciones que requieren el uso de complejos de isoftalamida a concentraciones
relativamente diluidas en soluciones acuosas del complejo (< 1 x 10 M) donde el complejo se expone a una variedad
de moléculas y materiales. Sin alta estabilidad a alta dilucién, la reproducibilidad es pobre y la confianza en los
resultados cuantitativos disminuye.

Comparacion de la estabilidad cinética de diferentes complejos de Tb en varios medios

Para investigar la estabilidad de ligandos macrociclicos, se determinaron las estabilidades de diferentes complejos de
Tb mediante el uso de una variedad de diferentes medios, incluyendo acido acético al 1 % y EDTA 1 mM. Las
soluciones madre de los complejos de Tb de los compuestos 1, 3y 5a (1 uM) se prepararon en TBST, Tris 50 mM, NaCl
150 mM, Tween-80 al 0.05 %, pH 7.6. Cada solucién madre se diluyé después 200x en diferentes soluciones de prueba
en tubos de polipropileno de microcentrifuga a una concentracion final de 5 nM de complejo Tb. Cada solucion de
prueba contenia ademas Tween-80 al 0.05 %. Las soluciones de prueba se dejaron incubar a temperatura ambiente.
Las muestras se tomaron en los puntos de tiempo indicados, se evaluaron por triplicado y la luminiscencia se registrd
mediante el uso de configuraciones estandar de luminiscencia resuelta en el tiempo vy filtros de excitacion y emision de
340 nm y 490, respectivamente. Los resultados se resumen enla Figural (compuesto 1), Figura 2 (compuesto 3)
y Figura 3(compuesto 5a). Los resultados demuestran un aumento significativo en la estabilidad de los complejos de
terbio derivados de ligandos macrociclicos (3 y 5a) cuando se compara a un ligando comparable, "no restringido" (1).
Los resultados también demuestran que la sustitucion del ligando macrociclico (3) puede aumentar ain mas la
estabilidad en ciertos medios.

Estabilidad de Complejos de Tb Durante SDS-PAGE
Los ligandos conjugados a proteina descritos en el Ejemplo 3 se evaluaron mediante SDS-PAGE. Todas las muestras

se hirvieron a 95 °C durante 5 min después de que se mezclaran 1:1 con SAB reductor o no reductor 2X. Los geles
Bufferless Phastsystem (GE Healthcare) se cargaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resultados experimentales
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La luminiscencia visible de Tb® se observd para todas las muestras de proteinas etiquetadas después del
calentamiento de la muestra a 95 °C y la exposicion a SDS. Estos resultados demuestran que los complejos de
lantanidos de la presente invencion son inesperadamente estables bajos las condiciones probadas. Los sistemas de
imagenologia basados en CCD resueltos en el tiempo podrian ser Utiles para evaluar adicionalmente las diferencias de
sefial a ruido en las imagenes obtenidas. El uso de un filtro de corte que elimine la luz de excitacion podria mejorar aun
mas la calidad de la imagen.

Ejemplo 10

Los espectros de emision del estado estacionario se registraron para comparar la emision del compuesto 5a-Tb cuando
no se conjuga y se conjuga a varias proteinas. El espectro de emisién de5a-Tb no conjugado es comparable a los
espectros de emision obtenidos para diferentes conjugados proteicos de 5a-Tb (Figura 4). Los conjugados proteicos
de 5a-Tb se prepararon con estreptavidina (sAv), albumina de suero bovino (BSA), globulina gamma bovina (BgG), e
inmunoglobulina G (IgG). Brevemente, el éster de sulfo-NHS de 5a se preparé in situ mediante la mezcla de 5a, EDC y
sulfo-NHS en DMF seco y durante una hora. El éster de sulfo-NHS de 5a se afiadié después gota a gota a una solucion
de proteinas en agitacion equilibrada en carbonato 100 mM, pH=9.0 y se enfrid6 a 4°. Las reacciones se dejaron
continuar hasta que un promedio de tres a cinco moléculas de 5a-Tb se unieron covalentemente por molécula de
proteina. Las mediciones de luminiscencia se registraron en solucién salina amortiguada con Tris, pH 7.6. La excitacion
se llevd a cabo a 340 nm. Los graficos se muestran con un desplazamiento en capas para mayor claridad.

La comparacion de los tiempos de vida de desintegracion de la luminiscencia de 5a-Tb no conjugada y conjugada a
estreptavidina muestra que los tiempos de vida de emision de luminiscencia son esencialmente los mismos (Figura
5). Las mediciones se realizaron en un Fluorolog-3 de Jovin Yvon incorporando una lampara rapida de xendén y un
equipo de deteccion del tiempo de vida de desintegracion.

Los espectros de absorcion y emision del estado estacionario se registraron para el compuesto 4-Tb (Figura 6). Un
amplio pico de absorciéon centrado a 340 nm es caracteristico de las unidades quelantes de 2-hidroxiisoftalamida
sensibilizantes. El espectro de emision se registré mediante la excitacion a 340 nm y es caracteristico de los complejos
de terbio luminiscentes con picos de emisién centrados a 488 nm, 545 nm, 585 nm y 618 nm.
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Reivindicaciones

1. Un compuesto que tiene una estructura de acuerdo con la Férmula lll:

LV—x
3 4/
L

/ \/\4 \

\ \N/

5 (III)
en donde
L', L2 L3, L4 L5 LS, L7, L8 L°y L' son miembros seleccionados independientemente de etileno sustituido o no
sustituido;
10 R', R?, R? y R* son miembros seleccionados independientemente de H, un grupo enzimaticamente labil, un grupo

hidroliticamente Iabil, un grupo metabodlicamente labil y una carga negativa Unica;

R5, R6, R7, RS, RQ’ R10, R11, R12, R13, R14, R15 y R16 son H;

L' es heteroalquileno sustituido o no sustituido o alquileno sustituido o no sustituido; y

X es un miembro seleccionado de una amina, un acido carboxilico, un maleimidilo, un tiazolidilo, un éster de NHS
15 sustituido o no sustituido, un éster de NHS sulfonado y una porcion succinimidilo.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
L"-X es un miembro seleccionado de

a H 0
NH. Q N O o} o
lq{\/\/ %HJOH g “’7{\/\/ m )Nj,#—ow L‘{\/\)LOH

20 > ; » ° e, )

N o
N O~ H H
LL‘{\/\/ mob ‘?{\/\,NMOH Z\NN{\O/XOH
3 )

y
ﬁf}ﬂ
o
\(/—VV ’
25
3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde L''-X es un miembro seleccionado de
H o) H o
NHz N O‘N (I? N O\N H
— N CH
b,{\/\/ »L'{\/\/ mo)j'g ONa LL’{\/\’ mo "L{\/\/ m
y
o
\(/j ’
30
4, El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 2 o la reivindicacién 3, que tiene una estructura que es un

miembro seleccionado de:
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(\N NH N //7_Q/\/ M

\\/ "\,,J : \\QJN "\/,/

e At o BE Vv Nt 0 $os =

3>§ %WE *'SDCE%%CE%

El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, que tiene una estructura que es un
miembro seleccionado de:

NHz

H NH HI HN
HN NH HN HN Te] o OH
0 O
" oH H on HO OH H oH
o o 0 o
HN H NH NH HN HN
NRAD  R

o o o o %
[P NPLNGY
HO OH H oH X 7
o o o o
NH NH HN HN

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde L'" comprende un poliéter.
El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho poliéter es polietilenglicol (PEG).

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dicho poliéter tiene un peso molecular de
aproximadamente 50 a aproximadamente 10 000 dalton.

Un complejo luminiscente formado entre al menos un ién metalico y un compuesto de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones anteriores.

El complejo de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicho i6n metalico es un ién lantanido.

El complejo de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde dicho lantanido es un miembro seleccionado de
neodinio (Nd), samario (Sm), europio (Eu), terbio (Tb), disprosio (Dy) e iterbio (Yb).

Un kit que comprende una molécula de reconocimiento y un complejo de acuerdo con la reivindicacion 9, en
donde la molécula de reconocimiento es un miembro seleccionado de un anticuerpo, una proteina, un péptido y
un acido nucleico.

Un método para detectar la presencia de un analito en una muestra, dicho método comprende:
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(a) poner en contacto dicha muestra y una composicion que comprende un complejo luminiscente de acuerdo
con la reivindicacién 9,

(b) excitar dicho complejo; y

(c) detectar la luminiscencia de dicho complejo.

Un método para detectar la presencia de un analito en una muestra, dicho método comprende:

(a) poner en contacto dicha muestra y una composicion que comprende un complejo luminiscente de acuerdo
con la reivindicacion 9 y un grupo modificador de luminiscencia, en donde la energia puede transferirse entre
dicho complejo luminiscente y dicho grupo modificador de luminiscencia cuando dicho complejo se excita, y
en donde dicho complejo y dicho grupo modificador de luminiscencia pueden ser parte de la misma molécula
o ser parte de diferentes moléculas, opcionalmente en donde el grupo modificador de luminiscencia es una
molécula donadora de energia o aceptora de energia;

(b) excitar dicho complejo; y

(c) determinar la propiedad luminiscente de dicha muestra, en donde la presencia de dicho analito resulta en un
cambio en dicha propiedad luminiscente.
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Tiempo de vida de 5A-Th:
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