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DESCRIPCION
Procedimiento de funcionalizacién de moléculas biologicas

La presente invencion tiene como objetivo proponer un nuevo método de acoplamiento, particularmente util para la
funcionalizacion de moléculas biolégicas como por ejemplo las proteinas, enzimas, acidos nucleicos, en la medida
en la que se puede realizar en medio acuoso y a temperatura ambiente.

Las reacciones de acoplamiento son una via de funcionalizacién ampliamente utilizada, en particular en el campo de
la quimica por sus grandes especificidades.

En efecto, basandose en la interactividad de dos grupos especificos, llevados respectivamente por las dos entidades
que se buscan acoplar, estas reacciones permiten reducir significativamente el riesgo de reaccion o reacciones
secundarias y garantizan generalmente un rendimiento satisfactorio en producto de acoplamiento esperado.

La realizacion de esta reaccion de acoplamiento esta, no obstante, generalmente subordinada, ademas a la puesta
en contacto de los compuestos portadores de los dos grupos reactivos, al ajuste de parametro(s) anexo(s). Estos
parametros pueden ser unos parametros fisicos tales como la temperatura, la presién atmosférica, el pH, incluso la
exposicidn a una radiacion UV por ejemplo o ser de naturaleza quimica tal como la presencia de un catalizador.

En particular, a la vista de la necesidad de considerar algunos de los parametros mencionados anteriormente,
existen relativamente pocas reacciones de acoplamiento utilizables en condiciones bioldgicas (in vitro o in vivo).

Por razones evidentes, algunos parametros no son compatibles con una realizacion en medio biolégico a imagen,
por ejemplo, de un pH muy acido.

Ademas, una reaccion de acoplamiento realizada en medio biolégico o con respecto a una molécula bioldgica
impone restricciones anexas: ninguno de los reactivos o de los productos de la reaccién deben ser toxicos; los
productos y reactivos deben ser inertes biolégicamente frente a grupos funcionales de la vida: acidos carboxilicos,
aminas, tioles, etc. para obtener una mejor especificidad de acoplamiento; la reaccion debe tener lugar rapidamente
en medio acuoso, a pH y temperatura fisiologicas y, si es posible, no debe depender de la concentracion en sales
presentes en el medio (Na, Cl, Mg, K, etc.) y la reaccion debe ser eficaz a baja concentracion.

Como reacciones de acoplamiento realizables con unas moléculas de naturaleza bioldgica, se pueden citar no
obstante las que se basan en la interactividad de grupos aldehidos/cetonas con unos grupos hidrazodas/aminooxi.

Los grupos cetonas y aldehidos se han utilizado en efecto ampliamente para realizar unas modificaciones de
biomoléculas incorporandolas durante sintesis (o biosintesis) en forma de monémero (azlcares, aminoacidos, etc.)
modificado. Estos grupos permiten entonces una modificacion ulterior haciéndolos reaccionar con unas hidracinas o
unos aminooxi, ensamblaje de dos partes de inhibidores, marcado con agentes contrastantes (véase por ejemplo
Mahal, L.K. et al. Science, 1997. 276(5315): p. 1125-1128).

Desafortunadamente, la utilizacion de los grupos cetonas y aldehidos esta limitada por el medio biolégico en si. En
efecto, los grupos carbonilo reaccionan también con las aminas y no son especificos con respecto a las moléculas
bioldgicas que los comprenden. Ademas, el pH 6ptimo para esta reaccion de condensacion es de 5-6; la reaccion es
por lo tanto o bien muy lenta, o bien la acidificacion del medio conlleva una cierta muerte celular o la descomposicion
de biomoléculas sensibles.

Otro tipo de reaccion de acoplamiento que se ha considerado para la quimica in vivo es una reacciéon que se basa
en la interaccion de una azida o bien con una fosfina (reacciéon de Staudinger) o bien un alquino (cicloadicion 1,3
dipolar de Huisgen), (véase por ejemplo Agard, N.J., et al., Acs Chemical Biology, 2006. 1(10): p. 644-648).

El grupo azida es ventajosamente inerte frente a grupos funcionales encontrados en el mundo viviente, muy
energeético y poco reactivo frente a un gran nimero de grupos.

Desafortunadamente, el freno principal a la utilizacién del primer tipo de interaccién es la utilizaciéon de una fosfina
facilmente oxidable al aire.

En cuanto a las cicloadiciones de Huisgen con unos grupos azidas, éstas son posibles sdélo ex vivo, debido a que
requieren el uso de sales de cobre, excluido in vivo debido a su toxicidad.

Ciertamente es posible librarse de la presencia de cobre activando los alquinos por unos grupos atractores de
electrones; Sin embargo, estos compuestos son entonces susceptibles de sufrir reacciones de Michael en un medio
biolégico rico en nucledfilos. Otra alternativa para acelerar la cicloadicion 1,3 dipolar de las azidas sobre los
alquinos, consiste en realizar la reaccién sobre enlaces multiples forzados, siendo la tensién del ciclo la fuerza motriz
de la reaccion (y que sustituye la catalisis). ElI grupo de Bertozzi ha aprovechado asi la aceleracion de la reaccion
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debido a la tension de ciclo para realizar una cicloadicion (3+2) entre azidas y ciclooctinas que tiene lugar en
condiciones fisiologicas y sin toxicidad aparente, para poder proceder a modificaciones quimicas sobre las células
en un organismo vivo (véase por ejemplo Agard, et al., Journal of the American Chemical Society, 2004. 126(46): p.
15046-15047 y Bertozzi, C.R., et al., Compositions and methods for modification of biomolecules. 2006. p. 1-58).

Desafortunadamente, las azidas, que se revelan sensibles a la fotodegradacion y son algunas de ellas
potencialmente explosivas, resultan poco compatibles para un uso en medio bioldgico.

Ahora bien, frente a su selectividad, las cicloadiciones 1,3-dipolares, constituyen manifiestamente una via de
funcionalizacion de la cual seria particularmente ventajoso poder beneficiarse en un medio biolégico.

Como alternativa a las cicloadiciones 1,3-dipolares azida/alqueno, existen las cicloadiciones 1,3-dipolares
nitronas/alquenos. Estas ultimas permiten el acceso a derivados isoxazolidinas, que pueden convertirse después en
numerosos productos interesantes, en particular B-lactamas, lactonas, aminoalcoholes y cetoalcoholes. Esta
reaccion es muy popular y proporciona dos pares de diaestereoisémeros que resultan de los enfoques endo o exo.
El mismo tipo de reaccién entre nitrona y alquino permite la obtencion de isoxazolinas, que pueden después sufrir
diversas reorganizaciones, proporcionando nuevos sistemas heterociclicos.

Sin embargo, estas cicloadiciones 1,3-dipolares de nitronas sobre insaturaciones se llevan a cabo generalmente en
medio organico y por otro lado a temperaturas elevadas. En lo que se refiere a la primera restriccion, se imone esta
generalmente por el hecho de que la condensacion de un aldehido y de una hidroxilamina necesita unas condiciones
anhidras para formar la nitrona correspondiente. Sin embargo, se ha demostrado que el empleo de un tensioactivo
permite formar una nitrona y proceder a la cicloadicion “one pot” de esta Ultima con el acrilato de etilo (véase por
ejemplo Chatterjee, A., et al., Organic Letters, 2003. 5(21): p. 3967-3969).

La presente invencion se basa mas particularmente en la observacién por los inventores de que la interaccién de
una nitrona con un grupo especifico resulta realizable en condiciones suaves y por lo tanto compatibles con una
realizacion in vivo, es decir en medio acuoso y a temperatura que puede variar de la temperatura ambiente a la
temperatura corporal.

Mas precisamente, la presente invencion se refiere a un procedimiento Util para injertar al menos una molécula de
interés a una entidad anexa que comprende al menos las etapas que consisten en:

- disponer de dicha molécula provista, en superficie, de al menos un grupo G1 reactivo segun una reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar, y

- poner en presencia dicha molécula con dicha entidad provista en superficie de al menos un grupo G2
complementario del grupo G1 enfrente de dicha cicloadicion 1,3-dipolar, en condiciones propicias a dicha
cicloadicion de dichos grupos G1y G2.

caracterizado por que dichos grupos G1 y G2 son respectivamente una nitrona y un radical cicloalquinilo forzado o
viceversa.

En el sentido de la presente invencion, la expresion “dichos grupos G1 y G2 son respectivamente una nitrona y un
radical cicloalquinilo forzado o viceversa” significa que el grupo G1 es una nitrona y el grupo G2 un radical
cicloalquinilo forzado o que el grupo G1 es un radical cicloalquinilo forzado y el grupo G2 una nitrona.

El procedimiento segun la invencion es ventajosamente compatible con una realizacion in vivo, ex vivo y/o in vivo.

Asi, dicha cicloadicion es realizable y preferentemente realizada en un medio asimilable a un medio biolégico y mas
particularmente en medio acuoso.

Segun otra variante preferida, dicha cicloadicion es realizable y preferentemente realizada a temperatura ambiente o
a una temperatura corporal.

Segun también otra variante preferida, dicha cicloadicion se realiza in vivo en superficie de un tejido o dentro de un
organismo Vivo.

Como destaca de los ejemplos que se presentan a continuacion, los inventores han constatado que la reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar entre una nitrona y un cicloalquino forzado es apta para realizarse en condiciones suaves y
compatibles con la biologia, a saber a temperatura ambiente, en medio acuoso, y no requiere la utilizacion de aditivo
anexo para su activacion.

Asi, el procedimiento segun la invencion permite en particular librarse del uso de aditivos, de tipo catalizador, base o

ligando (necesario en la quimica de click clasica) y librarse de los problemas de toxicidad del cobre (I) o de los
ligandos encriptantes, de las variaciones de pH fisiolégicos dafables para la viabilidad celular, y simplificar los
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problemas de biodisponibilidad en el caso de una reaccion llevada in vivo.

Ademas, los inventores han constatado que la interactividad de un grupo nitrona para una unidad cicloalquino
restringida es particularmente ventajosa frente a la manifestada por un grupo azida frente a una misma unidad
cicloalquino.

En primer lugar, la reaccion de cicloadicion entre nitrona y cicloalquino forzado forma un cicloaducto que se
reorganiza para liberar una amina que puede, a su vez, servir para el acoplamiento de otra molécula sobre el
ensamblaje anteriormente construido por la reaccion de cicloadicion.

Ademas, los compuestos que comprenden un grupo azida son potencialmente explosivos y por lo tanto dificiimente
manipulables, al contrario de los que comprenden un grupo nitrona.

Asi, el procedimiento segun la invenciéon permite, en condiciones compatibles con lo viviente, proceder al injerto de
una biomolécula de interés de otra entidad preservando las conformaciones de los bio-polimeros de manera general,
tales como las estructuras terciarias y cuaternarias de proteinas, la hibridacion de las hebras de ADN, unos
complejos ARN-ADN, unas estructuras complejas ADN ftriple hélice o cuadruple hélice, etc. que se estabilizan por
unos enlaces débiles, como los enlaces hidrogeno.

En el sentido de la presente invencion, la entidad anexa puede ser otra molécula de interés o un sustrato.

El procedimiento segun la invencion permite, por un lado, o bien acoplar unas biomoléculas tales como, por ejemplo,
los acidos nucleicos, proteinas, enzimas, anticuerpos, oligosacaridos, lipidos, etc. a otras moléculas tales como, por
ejemplo, agentes de contraste, moléculas radiomarcadas, vectores de transporte, ligandos, incluso otra biomolécula
de los tipos anteriormente citados, o bien funcionalizar unos sustratos tales como, por ejemplo, unas nanoparticulas
organicas o inorganicas, unos biomateriales, unos tejidos vivos, unos nanocristales, incluso también modificar
quimicamente una molécula a fin de paliar, por ejemplo, su sensibilidad nativa a la temperatura, a los disolventes
organicos, a las condiciones basicas y/o a la presencia de metales de transicion o de codificantes.

Por supuesto, el procedimiento segun la invencién no se limita de ninguna manera a un uso para un entorno
bioldgico. Resulta también particularmente util para acoplar dos moléculas de interés quimico, injertar una molécula
quimica sobre una superficie funcionalizada, injertar una biomolécula a la superficie de una nanoparticula, incluso
modificar quimicamente unos tejidos vivos.

En consecuencia, segun otro de sus aspectos, la presente invencion se refiere a un procedimiento Util para
funcionalizar la superficie de un sustrato con al menos una molécula de interés que comprende al menos las etapas
que consisten en:

- depositar dicha molécula provista, en superficie, de al menos un grupo G1 reactivo segin una reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar, y

- poner en presencia dicha molécula con dicho sustrato provista en superficie de al menos un grupo G2
complementario del grupo G1 con respecto a dicha cicloadicion 1,3-dipolar, en condiciones propicias a la
cicloadicion de dichos grupos G1y G2,

caracterizado por que dichos grupos G1 y G2 son respectivamente una nitrona y un radical cicloalquinilo forzado o
viceversa.

Segun una variante de realizacion, dicho sustrato es un material dedicado a un uso biolégico.

Puede tratarse en particular de un chip de ADN, de una célula para los ensayos de “cibrado” de alto rendimiento
(actividades enzimaticas, ensayos de citotoxicidad de agentes anti-cancerosos, antibacterianos, etc.).

Tal procedimiento es también particularmente util para la funcionalizacion de polimeros especificos y/o de
biopolimeros, y para la sintesis de estructuras de tipo dendriticas, de hidrogeles, de fosfolipidos, de lipidos, de
nanoparticulas lipidicas tales como los liposomas, las nanocapsulas, las SLN (“Solid Lipide Nanoparticules) o las
nanoemulsiones lipidicas.

Segun también otro de sus aspectos, la presente invencion se refiere a un procedimiento Util para acoplar dos
moléculas de interés que comprenden al menos las etapas que consisten en:

- disponer de una primera molécula de interés provista, en superficie, de al menos un grupo G1 reactivo segin una
reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar, y

- poner en presencia dicha molécula con dicha segunda molécula de interés provista en superficie de al menos un
grupo G2 complementario del grupo G1 con respecto a dicha cicloadicion 1,3-dipolar, en condiciones propicias para

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 549 T3

la cicloadicion de dichos grupos G1y G2,

caracterizado por que dichos grupos G1 y G2 son respectivamente una nitrona y un radical cicloalquinilo forzado o
viceversa.

Tal procedimiento es particularmente Util para la sintesis de moléculas polifuncionalizadas con objetivo terapéutico,
para el marcado de células o de tejidos vivos por unos agentes contrastantes.

Asi, seguin también otro de sus aspectos, la presente invencion se refiere a un procedimiento Util para el marcado de
una molécula de interés o de un sustrato por un agente contrastante que comprende al menos las etapas que
consisten en:

- disponer dicha molécula de interés o dicho sustrato provisto, en superficie, de al menos un grupo G1 reactivo
segun una reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar, y

- poner en presencia dicha molécula de interés o dicho sustrato con dicho agente contrastante provisto en superficie
de al menos un grupo G2 complementario del grupo G1 frente a dicha cicloadicién 1,3-dipolar, en condiciones
propicias a la cicloadicion de dichos grupos G1y G2,

caracterizado por que dichos grupos G1 y G2 son respectivamente una nitrona y un radical cicloalquinilo forzado o
viceversa.

Tal procedimiento es particularmente Util para el marcado de células o tejidos vivos.
En el sentido de la presente invencion, el “injerto” cubre las dos reacciones que siguen, a saber:

- el anclaje que se refiere a la inmovilizacion de un compuesto, en este caso una molécula de interés en superficie
de un sustrato, y

- el término “acoplamiento” que describe la reaccion entre al menos un grupo funcional terminal de un primer
compuesto, en particular una primera molécula de interés, y al menos un grupo funcional complementario, llevado
por una segunda molécula de interés.

Segun una variante de realizacion, el procedimiento segun la invencion se utiliza con fines de anclaje de molécula(s)
de interés en superficie de un material de tipo sustrato.

Este sustrato puede ser, por ejemplo, un soporte solido o semi-sélido.

Se puede seleccionar entre unas superficies de tipo metalicas, semiconductores, 6xidos, tales como aliminas, SiOy,
TiO3, organicas y bioldgicas.

Puede tratarse en particular de un soporte que conviene para una utilizacion como chip de acidos nucleicos (ADN,
ARN, oligonucleoétidos), proteina, azucares, células o como fotosensibilizador para las células fotovoltaicas, o
marcador 6ptico de bolas de silice (para los chips en suspension) o también de un soporte biolégico de tipo célula o
tejido bioldgico.

Estos soportes o sus superficies a funcionalizar pueden eventualmente ser nanoestructurados.

Asi, el soporte puede estar constituido de particulas, preferiblemente de diametro comprendido entre 5 nmy 10 um,
y aun mas preferiblemente entre 5 nm y 300 nm. Estas particulas pueden ser inorganicas u organicas. Entre los
materiales inorganicos, se pueden citar unas nanoparticulas de tipo metalico (por ejemplo: oro, plata), semiconductor
(por ejemplo: silicio, CdSe, CdTe, CdSeTe, InP, InAs, PbS, CulnS,), 6xidos (por ejemplo: 6xidos de hierro, aliminas,
TiO2, SiO,). Entre las nanoparticulas de tipo organico, se pueden citar las nanoparticulas naturales y sintéticas de
polimeros, de biopolimeros, las estructuras de tipo dendritico, los hidrogeles, las nanoparticulas lipidicas tales como
los liposomas, las nanocapsulas, las SLN (Solid Lipid Nanoparticules), o las nanoemulsiones.

Como ejemplo de moléculas de interés, se pueden citar en particular los marcadores, los colorantes, los fluoréforos
(tales como, por ejemplo, cumarinas, fluoresceina, fluorescinas modificadas, rodaninas, iguaninas, boron-
dipinometeno, oxanizas y otros), las moléculas radiomarcadas, los agentes de contraste (rayos X, IRM), las toxinas
(incluyendo las citotoxinas), los linkers, los activos terapéuticos, cosméticos, fitosanitaios, los miembros de un par
ligando especifico, los péptidos, los aminoacidos y los restos de aminoacidos, los polipéptidos (incluyendo los
péptidos y las proteinas), los azucares y los restos de azucar, los fotosensibilizadores tales como, por ejemplo, la
eosina, la rosa de bengala, las ftalocianinas, las clorinas, las bacterioclorinas, las porfirinas tales como, por ejemplo,
la tetrakis [meso(4-etinilfenil)porfirina, la 1,1 0-(4-etinilfenil)5,15-(4-mesitil)porfirina y la 1-(4-etinilfenil)5,10,15-(4-
mesitil)porfirina) cuya presencia en una superficies es particularmente util en el campo de la electrénica molecular y
la fototerapia; unos compuestos que presentan una isomeria cis-trans tales como los derivados de los diariletlenos,
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espiropiranos, espiroxazinas, fulgidos o azobenceno (cuya presencia en una superficie es particularmente util para la
fabricacion de interruptores moleculares fotocontrolados).

Segun una variante preferida, la molécula de interés es una molécula bioldgica.

El procedimiento de la invencién puede comprender una puesta en presencia de un grupo cicloalquinilo forzado
presente a nivel del sustrato, con un grupo nitrona, presente a nivel de la molécula de interés.

Sin embargo, el procedimiento segun la invencién comprende generalmente una puesta en presencia de un grupo
nitrona presente a nivel del sustrato con un grupo cicloalquinilo forzado, presente a nivel de la molécula de interés.

Las biomoléculas de interés pueden ser de origen natural, o producidas de manera sintética o recombinante, y se
pueden aislar y purificar.

Cuando la molécula de interés es un polipéptido, el polipéptido puede estar compuesto de aminoacidos D, L, o de
los dos, y ademas se puede modificar, ya sea de manera natural, sintética o recombinante, a fin de incluir otros
grupos. Por ejemplo, el polipéptido diana puede ser una lipoproteina, una glicoproteina o cualquier otra proteina
modificada.

Segun otra variante de realizacién, el procedimiento seguin la invencion se realiza para acoplar al menos dos
moléculas de interés, en particular tales como se definen anteriormente.

Segun otra variante de realizacion, la o una de las moléculas de interés es un agente contrastante.
Cicloalquinilo forzado

En el sentido de la presente invencion, la expresion “cicloalquinilo forzado” se extiende a los heterocicloalquinilos,
que pueden comprender, llegado el caso, un atomo de nitrégeno, de oxigeno, de azufre, de fésforo o de silicio. Mas
particularmente, se trata de un anillo de 8 0 9 miembros.

Segun un modo preferido de la invencion, el grupo cicloalquinilo es un grupo ciclooctinilo.

La fuerza aplicada sobre el grupo cicloalquinilo se puede incrementar de diversas maneras, por ejemplo por la
utilizacion de heteroatomos, el grado de insaturacion, o la deformacién debido a la torsién, la utilizacién de grupos
atractores de electrones, etc. Los derivados correspondientes se engloban también bajo la expresion “cicloalquinilo
forzado”.

Asi, el cicloalquinilo forzado conforme a la invenciéon puede ser un compuesto en el que uno o varios atomos de
carbono de anillo cicloalquinilo, con la exclusiéon de los dos atomos de carbono juntos por un triple enlace, esta
sustituido con uno o varios grupos electroatrayentes, por ejemplo un grupo halo (bromo, cloro, fluoro, yodo), nitro, un
grupo ciano o un grupo sulfona. El grupo electroatrayente esta dispuesto de manera preferida en alfa del triple
enlace.

Como otro grupo susceptible de estar presente en el cicloalquinilo, se pueden citar, de manera no exhaustiva, los
grupos carboxilo, amina (por ejemplo alquilamina (por ejemplo alquilamina inferior), arilamina), éster (por ejemplo
alquiléster (por ejemplo alquiléster inferior, benciléster), arilo, éster, ariléster sustituido), tioéster, sulfonilhalido,
alcohol, tiol, éster succinimidilo, isotiocianato, yodoacetamida, maleimida, hidracina, etc.

La funcionalizacién de una molécula de interés o de un sustrato con tal grupo cicloalquinilo esta claramente dentro
de las competencias del experto en la técnica.

De manera general, este grupo cicloalquinilo esta enlazado de manera covalente a la molécula de interés o al
sustrato considerado por medio de un brazo espaciador.

Segun un modo de realizacion particular, este brazo espaciador puede ser de formula siguiente

0] -X-E-A-G
en la que:

- X, enlazado a la molécula de interés o a la entidad anexa considerada, es el producto de reaccién de dos funciones
reactivas, tales como, por ejemplo, tiol/maleimida, amino/acido carboxilico activado o carbonilo/oxiamina,

- E es un grupo espaciador organico,
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- A representa un enlace simple o un grupo seleccionado entre -CONH-, - NHCO-, OCH>CONH-, -NHCOCH,0-, -O-,
-S-’ y

- G es el grupo cicloalquinilo forzado.

El grupo E puede ser un grupo hidrocarbonado que comprende una o varias insaturaciones, por ejemplo de tipo
acquénico. Un ejemplo de tal grupo puede ser un grupo alquileno tal como se ha definido anteriormente,
interrumpido por una o varias insaturaciones alquénicas. Cuando el grupo E comprende al menos dos
insaturaciones, éste puede conferir a los compuestos una capacidad para reticularse.

El grupo E puede ser también una cadena poli(etilen)glicol (PEG). Tal grupo permite mejorar la solubilidad de la
molécula de interés o del sustrato considerado, incluso la del producto de acoplamiento esperado.

Esta variante de realizacién de E es particularmente ventajosa para la funcionalizaciéon de materiales de tipo
polimeros, dendrimeros, oligémeros, particulas lipidicas, hidrogeles, apto para, por ejemplo, para encapsular unos
nanocristales semiconductores fluorescente, unos fluoréforos o cualquier otro agente de interés diagnostico o
terapéutico en materiales, geles, o formulacion (materiales plasticos para la optica y la electrénica, suministro de
agentes de fototerapia, por ejemplo), o también servir de matriz-soporte para la reconstruccion tisular.

El grupo E puede ser también un grupo hidrocarbonado que comprende uno o varios grupos aromaticos. Se puede
citar, por ejemplo, un grupo que comprende unos grupos aromaticos conjugados con unos grupos lineales
insaturados, tal como un grupo que resulta del enlace de una unidad fenileno-vinileno. Estos grupos contribuyen a
conferir propiedades opticas no lineales.

El grupo E puede también ser una pequefia molécula organica que permite aportar la funcion reactiva
complementaria, por ejemplo la etilendiamina, el acido glicdlico, la cisteamina, o cualquier otra molécula organica
que permite aportar unos acidos/aminas/tioles.

Se puede citar también un grupo que comprende unas unidades pirol y/o tiofeno. Estos grupos contribuyen a conferir
al material unas propiedades de conducciones electronicas. Se puede citar, por ejemplo, un grupo que comprende
uno o varios aromaticos sustituidos con uno o varios grupos aromaticos, tal como un grupo que comprende una
cadena de unidades quinonas o de unidades diazoicas. Estos grupos contribuyen a conferir al compuesto, que los
posee, unas propiedades de foto/electroluminescencia.

Nitrona
La sintesis de grupos nitrona esta dentro de las competencias del experto en la técnica.

Por ejemplo, una de las reacciones clasicamente consideradas para formar tal grupo es la condensacion de una
hidroxilamina N-monosustituida con, o bien una cetona, o bien un aldehido.

En la hipotesis en la que tal grupo no puede generarse directamente sobre una de las moléculas de interés
consideradas en el procedimiento de la invencion, este puede crearse en superficie de dicha molécula mediante la
interaccion de una funcion reactiva de dicha molécula de interés con una funcion reactiva complementaria que figura
en la entidad anexa que lleva dicho grupo nitrona.

Asi, segun una variante particular de la invencion, el grupo nitrona puede unirse a dicha molécula de interés
mediante un brazo espaciador organico E tal como se ha definido anteriormente, y preferentemente de naturaleza
hidrocarbonada de C3 a C1o 0 una cadena polietilenglicol.

Como se ha precisado anteriormente, la reaccion de cicloadicion se obtiene ventajosamente sin catalizador u otros
aditivos.

La energia de activacion necesaria para la reaccion se proporciona por el grupo nitrona y el grupo cicloalquinilo
forzado.

La cicloadicion se puede realizar ventajosamente en medio acuoso y a temperatura ambiente o corporal, es decir
una temperatura que varia de 16 a 45°C.

En el sentido de la invencién, un medio acuoso designa agua pura o una mezcla mayoritariamente formada de agua
y que contiene ademas uno o varios disolventes anexos. Tales mezclas son asimilables al agua pura.

En el sentido de la invencion, la temperatura ambiente puede variar de 16 a 28°C, y preferentemente de 18 a 25°C.

En el sentido de la invencioén, se entiende por temperatura corporal, unas temperaturas comprendidas entre 32 y
45°C, mas particularmente entre 36 y 42°C, y esencialmente préxima de 37 a 38°C.

7
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Asi, el procedimiento segun la invencion se puede realizar ventajosamente in vivo en un tejido o un organismo vivo.
Los procedimientos segun la invencion tienen multiples aplicaciones, ya sea en sintesis, busqueda o en diagndstico.

Las aplicaciones de busqueda comprenden también el descubrimiento de un medicamento o de aplicaciones de
deteccion/cribado: como cualquier agente de contraste, la invencion permite la visualizacion de moléculas de interés
(receptor, glucosa, antigeno, etc.) o de mecanismos bioldgicos (endocitosis, neoangiogénesis, apoptosis, actividades
enzimaticas, etc.) y permite por lo tanto la identificacion de dianas terapéuticas.

Permite también realizar un seguimiento del efecto de un tratamiento medicamentoso (por ejemplo citotoxico,
inhibidor de una enzima, etc.) o la deteccién de tumores (por medio de marcadores especificos).

Como otras aplicaciones de interés, se puede citar el estudio de caracteristicas funcionales y fisicas de un receptor,
la protedmica, la metabolomica, etc.

La invencion se puede utilizar también para el desarrollo de matrices para la reconstruccion tisular (hidrogeles,
biomateriales sintéticos o modificacién de superficie de materiales que se pueden implantar), y de manera general
para el desarrollo de dispositivos médicos.

La invencion se puede utilizar también para la fabricacion de nanoparticulas funcionalizadas (nanoparticulas
organicas o inorganicas). Estas nanoparticulas se pueden utilizar por ejemplo para el suministro de principios activos
terapéuticos, como herramientas de diagndstico médico o para el guiado de gestos quirdrgicos. Como herramienta
de diagnostico, se puede citar en particular su utilizaciéon en imagineria molecular.

Para algunas aplicaciones en el campo médico o preclinico, como por ejemplo la imagineria molecular, la reaccion
de acoplamiento entre la entidad portadora del grupo nitrona y la portadora del grupo cicloalquino forzado se puede
realizar ex vivo o in vivo después de la inyeccion simultanea o diferida en el tiempo de las dos entidades.

Los ejemplos y figuras siguientes se presentan a titulo ilustrativo y no limitativo al campo de la invencion.

Figura 1: Espectro XPS global de los sustratos funcionalizados por unas nitronas.

Figura 2: Espectro MIR-FTIR de laminas funcionalizadas por unas nitronas.

Figura 3: Analisis de “deteccon” de las sondas fluorescentes sobre las laminas funcionalizadas por nitronas, media
sobre 5 laminas.

Figura 4: Espectro XPS global después de la funcionalizacion de las laminas nitronas por cicloadicion con un
cicloalquino forzado.

Ejemplo 1:
Cicloadicion entre una nitrona y un derivado cicloalquino forzado que se opone en medio bioldgico.

1. Sintesis de la N-propiliden-metilnitrona (4)

A una mezcla de N-metilhidroxilamina (835 mg; 10 mmoles) en etanol (15 ml) y de NaOMe (540 mg; 10 mmoles) se
afaden 725 pl de propionaldehido 2 (10 mmoles). El conjunto se agita durante 1h a T,. La solucién se evapora hasta
sequedad, se resuspende en CH.Cl,, se filtra y el filtrado se purifica por cromatografia sobre gel de silice
(CH2Cl2/MeOH 0-10%) para obtener la nitrona 4 en forma de solido amarillo de masa 500 mg. El rendimiento es del
57%.

RMN "H (CDCls, 200 MHz): 5 (ppm 1,02 (t, J = 7,5 Hz, 3H, Ha); 2,40 (dqd, J = 1,0-7,5-6,0, 2H, Hy); 3,59 (d, J = 1,0,
3H, Ha); 6,62 (t, J = 6,0, 1H, Hy):

2.Sintesis del acido ciclooct-1-in-3-glicélico (18)
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OH

a) Sintesis del 8,8-dibromobiciclo[5,1,0]ciclooctano (16)

Br, Br
-/

En un matraz seco y bajo argon se introducen 3,65 g de ciclohepteno 15 (38 mmoles) después 8,52 g de -BuOK (76
mol) y 9 ml de pentano anhidro. La solucion, colocada en un bafio de hielo/sal (T < -5°C), se agita vigorosamente
después se afiaden 4,9 ml de bromoformo (57 mmoles) en gota a gota. Una vez la adicién terminada, la mezcla se
deja volver hasta T, durante la noche, bajo argon y agitacion vigorosa. Aproximadamente 50 ml de agua son
después afiadidos y el pH se neutraliza con HCI 1M. Las fases organica y acuosa se separan; la fase acuosa se
trata con 3x20 ml de pentano y la fase pentano se lava con 3x20 ml de agua. Después del secado sobre MgSO,, el
disolvente se evapora a vacio para dar un aceite amarillo-anaranjado. El producto 16 se purifica después por
filtracion sobre silice con, como eluyente, una mezcla ciclohexano/AcOEt 5%. Se obtiene entonces un aceite incoloro
de masa total 9,10 g, equivalente a un rendimiento del 90% (lit. 52-65% para el 9,9-dibromobiciclo[6,1,0]Jnonano). R¢
(ciclohexano 95/ AcOEt 5) = 0,85;

J =1,0-7,5 Hz, 2H, H3s); 1,68 (ddd, J = 1,5-

RMN "H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 1,05-1,22 (m, 3H, Ha25); 1,34 (q
= 14,0-6,0-1,0 Hz, 2H, Ho.g);

q,
4,0-10,5 Hz, 2H, H17); 1,76-1,92 (m, 3H, Ha-s.5); 2,23 (dtq, J = 14,0-6,0-

b) Sintesis del 2-bromociclooct-1-en-3-glicolato de metilo (17)

o, ~Ole

Oy

A una solucion de 8,8-dibromobiciclo[5,1,0]octano 16 (2,5 g; 9,3 mmoles) y de glicolato de metilo (6,35 ml; 83,9
mmoles) disuelto en 5 ml de tolueno anhidro en un matraz seco, bajo Ar y protegido de la luz por una pelicula de
aluminio, se afiaden 3,85 g de perclorato de plata (18,6 mmoles). La reaccién se agita durante 1 h 30 a temperatura
ambiente, después las sales de plata se filtran sobre sinterizado y se lavan con AcOEt. La solucién se concentra al
vacio para dar un aceite viscoso marron que se purifica por cromatografia sobre gel de silice (ciclohexano/AcOEt 2-
15%), para obtener 17 en forma de aceite amarillo (m = 1,7 g, es decir 66% de rendimiento).

RMN "H (CDCls, 200 MHz): & (ppm) 0,7-2,2 (m, 8H, Has-5.5.6.6-7.7); 2,28 (m, 1H, Hs) 2,70 (ddd, J = 5,0-11,5-23,5 Hz,
1H, Hg); 3,72 (s, 3H, OMe); 3,94 (d, J = 16,5 Hz, 1H, Ho); 4,10 (dd, J = 5,0-10,0 Hz, 1H, Hs); 4,23 (d, J = 16,5 Hz, 1H,
He); 6,20 (dd, J = 4,0-11,5 Hz, 1H, Hy);

b) Sintesis del acido ciclooct-1-in-3-glicélico (18)

A una solucién de 2-bromo-ciclooctéen-3-glicolato de metilo 17 (0,5 mmoles) en el DMSO anhidro a 60°C, se afaden
150 pl de 1,8-diazabiciclo[5,4,0Jundec-7-eno (DBU, 1 mmol). Después de 15 min de agitacion, se afnaden 600 pl
suplementarios de DBU (4 mmol), después se agita el conjunto a 60°C durante una noche. La mezcla se acidifica
con HC1 1My se extrae con AcOEt. La fase organica se filtra sobre filtro separador y se concentra a vacio. El acido
ciclooct-1-in-3-glicolico 18 se purifica sobre placa preparativa (CH2Cl./MeOH 9/1) y se obtiene con un rendimiento
del 55% (m = 50 mg).

RMN "H (CDC13, 200 MHz): &(ppm 1,3-2,3 (m, 10H, ciclo); 4,45 (d, J = 17,0 Hz, 1H, H); 4,50 (m, 1H, Hs); 4,58 (d, J
= 17,0 Hz, 1H, Ho); 8,12 (s, 1H, H11);

3.Cicloadicién
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A una solucion de 18 (70 mg; 0,38 mmol) en una mezcla de agua/THF (1 ml/200 pl) se afiade la nitrona 4 (33 mg;
0,38 mmol). El conjunto se agita a T, durante 2 dias. Después, el producto se extrae con CH,Cl, y se concentra al
vacio. Siendo el producto esperado demasiado polar para purificarse sobre gel de silice y se realizan los analisis
sobre el bruto de la reaccién que revela un producto muy mayoritario.

El rendimiento de la reaccion apreciado por medicion del porcentaje de conversion en RMN es de aproximadamente
el 85% (calculado a partir del pico residual de CHni).

22 413

RMN "H (CDCls, 200 MHz) 22a o b: & (ppm) 0,8-2,3 (m, 13H, ciclo + Hys); 2,3-2,6 (M, 2H, Hi2); 2,8-2,8 (m, 1H, Hiz);
3,6-3,8 (m, 1H, Ha); 3,8-4,3 (m, 2H, Hoyo); 8,30 (s, 1H, NH);

RMN ™3C (CDCls, 200 MHz) 22a o b: & (ppm 9,60 (C13);19,81 (C12); 20,51; 22,57; 27,95; 31,70 (Css); 44,27 (Ca);
44,36 (C14); 66,42 (Cs); 79,48 (Co); 133,72 (C2); 135,83 (C11); 173,26 (C1o); 213,69 (C1);

Masa ESI* m/z [M-CH,CO,H+H]" = 212,4 para 212,2;
Ejemplo 2:

Preparacion de superficies funcionalizadas por unos grupos nitronas e injerto de una sonda fluorescente
por reaccidn de cicloadiciéon con un cicloalquino forzado

1. Preparacién de las laminas de vidrio funcionalizadas por unas nitronas

Las superficies funcionalizadas por unas nitronas se obtiene mediante las 4 etapas siguientes:

A0 OH
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Las laminas de vidrio se activan en primer lugar por una solucidon de Brown para hidroxilar la superficie. Después, se
realiza la silanisacion en el tolueno en presencia de 5,6-epoxihexiltrietoxisilano a temperatura ambiente y en
presencia de dietilamina para dar las laminas 3. La apertura del epoxido en diol 1,2 se realiza en medio acido,
después se obtiene el aldehido por oxidacion por el periodato de sodio en la superficie de las laminas 4.

La ultima etapa consiste en la condensacion de la N-metilhidroxilamina sobre el aldehido de las laminas 5 en el
etanol, en presencia de metilato de sodio y a temperatura ambiente.

Las laminas 6 asi obtenidas se caracteriza por sus espectros XPS (figura 1) y MIR-FTIR (figura 2).
Las sefiales correspondientes a Si (103 y 154 eV), a C (286 eV), a O (533 eV) y a N (399 eV) estan presentes en el
espectro XPS de las laminas 6. La presencia del conjunto de estas sefiales certifica la funcionalizacion conseguida

de la superficie de las laminas 6.

Por espectro MIR-FTIR, la funcionalizacion de la lamina es también visible a la presencia de las bandas de vibracion
de elongacion de CH, a 2931y 2860 cm”™.

2. Sintesis de Alexa-ciclooctina

A una solucién de acido ciclooct-1-in-3-glicolico 18 (10 mg; 55 pmol) en 250 pl de una mezcla DMF/agua (8/2) se
afnaden 1 yl de NEt3 (7,4 pmoles), 16 mg de EDC(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) (83 pmoles), 10 mg de
HOBt (N-hidroxibenzotriazol) (74 pmoles) y 1 mg de Alexa 488 cadaverine 26 (1,5 pmol) (comercializada por
INVITROGEN). La reaccién se agita durante una noche a T, y después se purifica por HPLC (Anexo E). La sonda
Alexa-ciclooctina 27 se obtiene con un rendimiento evaluado al 25% por cuantificacion UV a partir de la ley de Beer-
Lambert.

SO0y SOy

T N o

H 27
Masa ESI" m/z: [M-Na]- = 781,3 para 781,2;

3. Injerto por cicloadicién entre nitrona de superficie y sonda fluorescente que lleva un cicloalquinoforzado

Se han ensayado 6 concentraciones diferentes en sondas fluorescentes, (en presencia del 10% de glicerol, a fin de
facilitar la lectura de los resultados)

Las concentraciones seleccionadas son 50-100-250-500-750-1000 nM. El plan de depodsito se representa
esquematicamente por la tabla 1 siguiente.

TABLA 1
Sonda 26 (control en sextuplicado) Sonda 27 (control en sextuplicado)
50 nM 50 nM
100 nM 100 nM
250 nM 250 nM
500 nM 500 nM
750 nM 750 nM
1uM 1uM

El depodsito de gotas de sondas fluorescentes se ha llevado a cabo sobre las laminas 6 (funcionalizadas en
superficie por unos grupos nitrona). Los resultados se presentan en la figura 3.

La intensidad media de fluorescencia depende de la concentracion en sonda fluorescente.

11
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Para verificar que la sefial observada con la sonda Alexa-ciclooctina 27 sobre las laminas se debe a la
funcionalizacion de la superficie por quimica entre cicloalquino forzado y nitrona, se ha procedido a la
caracterizacion de sustratos Si/SiO- funcionalizados con el grupo nitrona e incubados una noche en una solucién de
la sonda Alexa-ciclooctina 27 a una concentracion de 250 nM mediante medicion del angulo de contacto y espectro
XPS.

Los angulos de contacto medidos sobre unos sustratos Si/SiO, funcionalizados de manera idéntica (llevando unos
nitronas) antes y después de la funcionalizaciéon por quimica(s) sobre alquino forzado se resumen en la tabla 2.

TABLA 2

Sustratos Oinicial Bfinal

Sustrato nitrona (tipo lamina 6) 47,3° 53,5°

Para las superficies de tipo lamina 6, relativamente hidrofilas, el injerto de un fluoréforo que posee mdltiples nucleos
aromaticos hidrofobos hace la superficie de las laminas mas hidréfobas.

De la misma manera, la modificacion de las laminas 6 por incubacién con la sonda Alexa-ciclooctina 27 es visible por
analisis XPS.

La figura 4 da cuenta de este analisis.

La sefal del nitrégeno se queda globalmente de misma forma que anteriormente, pero con un aumento de la sefial a
399.6 eV, que da cuenta del injerto de la sonda Alexa-ciclooctina 27 (que comprende varios nitrégenos).

Ademas, como se muestra en la tabla 3 siguiente, las relaciones atomicas N/Siz, y C/Siz, aumentan después de la
incubacién con la sonda Alexa-ciclooctina 27 lo que indica el éxito del injerto.

TABLA 3
Relaciones atémicas Antes de la incubacién Después de la incubacién
N/Sizp 0,043 0,078
C/Siyp 0,396 0,804

El conjunto de estos analisis de la superficie de las laminas después de la incubacion con la sonda Alexa-ciclooctina
27 permite finalizar una funcionalizacion de la superficie de las laminas 6 por reaccion de cicloadicion [3+2] entre
nitronas y cicloalquinos forzados.

12




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 549 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento util para injertar al menos una molécula de interés a una entidad anexa que comprende al menos
las etapas que consisten en

- disponer de dicha molécula provista, en superficie, de al menos un grupo G1 reactivo segun una reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar, y

- poner en presencia dicha molécula con dicha entidad provista en superficie de al menos un grupo G2
complementario del grupo G1 enfrente de dicha cicloadicion 1,3-dipolar, en condiciones propicias para la cicloadicion
de dichos grupos G1y G2.

caracterizado por que dichos grupos G1 y G2 son respectivamente una nitrona y un radical cicloalquinilo forzado o
viceversa.

2. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que la cicloadicion se realiza en medio acuoso.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cicloadicion se realiza a una
temperatura ambiente o corporal.

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha molécula de interés se
selecciona entre los marcadores, los colorantes, los fluoréforos, las moléculas radiomarcadas, los agentes de
contraste (rayos X, IRM), los linkers, las toxinas, los activos terapéuticos, cosméticos, fitosanitarios, los miembros de
un par ligando especifico, los péptidos, los aminoacidos y los restos de aminoacido, los polipéptidos, los azucares y
los restos de azucar, los fotosensibilizadores, las porfirinas de los compuestos que presentan una isomeria cis-trans
tales como los derivados de diariletilenos, espiropiranos, espiroxazinas, fulgidos y azobenceno.

5. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha molécula es biologica.

6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la entidad anexa es también una
molécula de interés.

7. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que una de las moléculas de interés es un agente de
contraste.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la entidad anexa es un sustrato.

9. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que el sustrato se selecciona entre unas superficies de tipo
metalico, semiconductor, 6xido, tales como aliminas, SiO,, TiO2, organicos y biolégicos.

10. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que la superficie esta nanoestructurada.

11. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el radical cicloalquinilo es un
radical ciclooctinilo.

12. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el grupo cicloalquinilo forzado
esta enlazado de manera covalente a la molécula de interés o a la entidad anexa por medio de un brazo espaciador.

13. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que el brazo espaciador es de férmula
(I) -X-E-A-G
en la que

- X, enlazado a la molécula de interés o a la entidad anexa considerada, es el producto de reaccién de dos funciones
reactivas,

- E es un grupo espaciador organico,

- A representa un enlace simple o un grupo seleccionado entre -CONH-, - NHCO-, OCH>CONH-, -NHCOCH0-, -O-,
-S-’ y

- G es el grupo cicloalquinilo forzado.

14. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que E es una cadena poli(etilen)glicol.

13
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15. Procedimiento segun la reivindicacion 1, atil para el marcado de una molécula de interés o de un sustrato por un
agente de contraste que comprende al menos las etapas que consisten en:

- disponer dicha molécula de interés o dicho sustrato provisto, en superficie, de al menos un grupo G1 reactivo
segun una reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar, y

- poner en presencia dicha molécula de interés o dicho sustrato con dicho agente contrastante provisto en superficie
de al menos un grupo G2 complementario del grupo G1 frente a dicha cicloadicién 1,3-dipolar, en condiciones
propicias a la cicloadicion de dichos grupos G1y G2,

siendo dichos grupos G1 y G2 respectivamente una nitrona y un radical cicloalquinilo forzado o viceversa.

14
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