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DESCRIPCION
Colorantes fluorescentes en el infrarrojo cercano (NIR)
Campo técnico

La invencién se refiere a colorantes fluorescentes en el infrarrojo cercano (NIR) novedosos y a métodos para
preparar los colorantes. La invencién también se refiere a conjugados de colorantes que comprenden los colorantes
de la invencion unidos de manera covalente a moléculas de interés.

Antecedentes de la invencion

Los colorantes fluorescentes, también denominados en el presente documento compuestos fluorescentes,
fluoréforos y fluorocromos, tienen muchas aplicaciones utiles. Por ejemplo, puede usarse fluorescencia como modo
no destructivo de rastrear o analizar muchas moléculas diversas. Tales moléculas se marcan con un colorante
fluorescente, permitiendo que la fluorescencia del colorante se detecte.

En los ultimos afos, ha habido un interés creciente en colorantes fluorescentes en el infrarrojo cercano (NIR) y rojo
visible (>700 nm) para ensayos cualitativos y cuantitativos. Su simplicidad de uso, junto con una alta sensibilidad
también garantiza una expansién continua de su uso para obtenciéon de imagenes in vitro e in vivo. En cuanto a
aplicaciéon comercial, la obtencion de imagenes de fluorescencia en el NIR de alta sensibilidad se ha vuelto una
herramienta indispensable para explorar los procesos moleculares de sistemas biolégicos en células vivas. Su
aplicacion a la obtencion de imagenes de animales y seres humanos in vivo no invasiva es actualmente un campo
reemergente con aplicaciones que varian entre mapeo vascular y diagnéstico tumoral. La obtencion de imagenes
opticas en el NIR de tejidos es una técnica econdémica, en tiempo real y no invasiva que no requiere el uso de
radionuclidos. Las camaras acopladas ultra sensibles de bajo ruido recientemente desarrolladas, los modelos
matematicos de propagacion de fotones en el tejido y las sondas moleculares mas especificas de la diana, han
creado posibilidades interesantes en este campo. Las ventajas inherentes de los fluorocromos en el NIR sobre
aquellos que absorben en las longitudes de onda azul y verde mas cortas radican en la reduccién dramatica de la
autofluorescencia de fondo, que conduce a una sensibilidad mucho mayor, una mayor penetraciéon de luz del tejido
biolégico y un dafio minimo de las células/tejido en observacion. Como ejemplo, en el caso de la obtencion de
imagenes in vivo; es muy preferible usar fluoréforos con perfiles de absorcién/emision en las regiones espectrales
del infrarrojo cercano o rojo visible lejano (700 nm-1400 nm), ya que a una menor longitud de onda, la fuerte
interferencia de los croméforos enddégenos es problematica.

A pesar de los beneficios Opticos, existe una sorprendente escasez de compuestos en el NIR que tengan las
propiedades de absorcién y emision deseadas. Entre las plataformas fluorescentes usadas para la construccion de
sondas fluorescentes en el NIR/rojo visible para la bioconjugacion, los colorantes de cianina son, con mucho, los
mas ampliamente utilizados. Hasta la fecha, de los colorantes de cianina, solo el verde de indocianina (ICG) ha sido
aprobado para uso clinico. Ademas, a pesar de su uso generalizado, los colorantes de cianina tienen desventajas,
que incluyen poca fotoestabilidad y largas rutas sintéticas.

Se ha encontrado que la clase de compuestos de tetraarilazadipirrometeno quelado con boro se sintetiza con
relativa facilidad y presenta excelentes propiedades espectrales. Su fuerte absorcion y emisiones dentro de la region
espectral de NIR, junto con una alta fotoestabilidad los hacen candidatos prometedores para aplicaciones de
obtencion de imagenes biolégicas. Por ejemplo, el compuesto 1 tiene una absorcidon Amax a 696 nm y emisiéon a
727 nm (¢r = 0,36) en disoluciones acuosas formuladas, y absorcién Amsx a 688 nm (¢ = 85.000 dm3mol-'cm™) y
emision a 716 nm (¢r = 0,36) en cloroformo.
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1 (comparativo)

Estas caracteristicas fotofisicas prometedoras han alentado la adaptacién de esta clase a funciones especificas
tales como terapia fotodinamica. El documento WO 03/080627 da a conocer el uso de estos compuestos 1 como
agentes terapéuticos fotodinamicos. Sin embargo, tales compuestos, aunque utiles, también tienen desventajas. Por
ejemplo, su aplicacion comercial se ha limitado hasta la fecha por su incapacidad de unirse a una molécula o
particula de interés para rastrear o analizar la molécula. Especificamente, no es factible afiadir un grupo de
conjugacion al carbono de los grupos metoxilo del compuesto. Por los motivos anteriores, existe una clara necesidad
de colorantes fluorescentes en el NIR novedosos.

Loudet A et al., Tetrahedron, 2008, describen compuestos para su uso como sondas, en particular un subconjunto
de colorantes BODIPY denominados colorantes aza-BODIPY. El documento W02006/058448 describe compuestos
de azadipirrometeno y su uso en terapia fotodinamica.

Un objeto de la invencién es evitar o mitigar los problemas asociados con colorantes fluorescentes en el NIR
conocidos.

Un objeto adicional de la invencion es proporcionar colorantes fluorescentes en el NIR novedosos que sean estables
y puedan unirse a una molécula o particula de interés.

Todavia otro objeto de la invencién es proporcionar colorantes fluorescentes en el NIR novedosos que sean solubles
en agua.

Todavia otro objeto de la invencion es proporcionar colorantes fluorescentes en el NIR novedosos que tengan una
respuesta de intensidad de fluorescencia predecible a cambios ambientales, por ejemplo, pH.

Declaraciones de la invenciéon

Segun la invencion, se proporciona un compuesto de formula (1)
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en la que cada A es fluoruro,

R1, Rz, R3, Re, R7 y Rs son cada uno independientemente H, OH, NO2 u O-L-X, en donde L es un grupo espaciador
seleccionado de alquilos de cadena lineal o ramificada que tienen hasta 25 atomos de carbono, metilenos, aminas,
amidas o éteres y X es un grupo de conjugacion o un grupo de solubilizacion en agua; con la condiciéon de que al
menos uno de R+, R2, R3 sea OH u O-L-X y al menos uno de Re, R7 y Rs sea OH u O-L-X; y

R4 y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, son cada uno independientemente un resto arilo o un resto alquilo de
cadena lineal o ramificada que tiene hasta 25 atomos de carbono.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ciclico” se pretende que abarque restos sustituidos o no
sustituidos, saturados o insaturados, que contienen uno o mas anillos. Si esta presente méas de un anillo, los anillos
pueden condensarse juntos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “arilo”, que se incluye dentro del alcance de “ciclico”, se
pretende que abarque restos de hidrocarburos aromaticos sustituidos o no sustituidos, insaturados, monociclicos o
policiclicos (condensados o separados). Los restos aromaticos monociclicos preferidos incluyen fenilo, restos fenilo
sustituido que incluyen, pero no se limitan a, tolilo, xililo, mesitilo, cumenilo (isopropilfenilo) y derivados de fenileno
sustituido que incluyen, pero no se limitan a, bencilo, benzhidrilo, cinamilo, fenetilo, estirilo y tritilo. Los restos
policiclicos condensados preferidos incluyen restos naftaleno y antraceno sustituidos y no sustituidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclico” se pretende que abarque restos heterociclicos
sustituidos o no sustituidos, saturados o insaturados, monociclicos o policiclicos (condensados o separados). Restos
no aromaticos adecuados son restos piperidina, dioxano, piperazina y pirrolidina sustituidos o no sustituidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “heteroarilo”, que se incluye dentro del alcance de
“heterociclico”, se pretende que abarque restos heterociclicos aromaticos sustituidos o no sustituidos, insaturados,
monociclicos o policiclicos (condensados o separados). Se prefieren restos piridina, piridazina, pirimidina, pirazina,
purina, furano, pirrol, benzofurano, indol y tiofeno sustituidos o no sustituidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aromatico” se pretende que abarque un resto ciclico
totalmente insaturado, sustituido o no sustituido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alquilo” se pretende que abarque restos alquilo, alquenilo o
alquinilo sustituidos o no sustituidos, de cadena lineal o ramificada, saturados o insaturados que tienen hasta 25
atomos de carbono. Se prefieren restos alquilo tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
pentilo, isopentilo, hexilo, metilpentilo, isohexilo, heptilo, isoheptilo, octilo, isooctilo, nonilo, isononilo, decilo, isodecilo,
undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octodecilo, nonadecilo, icosilo,
henicosilo, docosilo, tricosilo, tetracosilo y pentacosilo, todos los cuales pueden sustituirse adicionalmente. Los
restos alquenilo y alquinilo preferidos incluyen vinilo, etinilo, alilo, isopropenilo, propinilo, butenilo, butinilo, pentenilo,
pentinilo, hexenilo, hexinilo, heptenilo, heptinilo, octenilo, octinilo, nonenilo, noninilo, decenilo, decinilo, undecenilo,
undecinilo, dodecenilo, dodecinilo, tridecenilo, tridecinilo, tetradecenilo, tetradecinilo, pentadecenilo, pentadecinilo,
hexadecenilo, hexadecinilo, heptadecenilo, heptadecinilo, octadecenilo (oleico o elaidico), octadecinilo,
nonadecenilo, nonadecinilo, icosenilo, icosinilo, henicosenilo, henicosinilo, docosenilo, docosinilo, tricosenilo,
tricosinilo, tetracosenilo, tetracosinilo, pentacosenilo y pentacosinilo, todos los cuales pueden sustituirse
adicionalmente.

Cada uno de R4 y Rs puede ser, independientemente, un resto heterociclico, preferiblemente heteroarilo.
Preferiblemente, cada uno de Rs y Rs es, independientemente, un resto ciclico, preferiblemente arilo, mas
preferiblemente un resto arilo monociclico. Estos restos pueden estar sustituidos o no sustituidos. Lo mas
preferiblemente, cada uno de R4 y Rs es fenilo (Ph).

En una realizacién especialmente preferida, cada A es F, Rs es Phy Rs es Ph.

Incluidos en los compuestos de formula (1) estan los compuestos de formula (I1A).

En los compuestos de formula (1A),
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R2 Rl RS R7
(IA)

cada Ay R4y Rs son tal como se definieron anteriormente para los compuestos de formula (1);

R1, Rz, R3, Re, R7 y Rs son cada uno independientemente H, OH, NO2 u O-L-X, en donde L y X son tal como se
definieron anteriormente para los compuestos de férmula (l); bajo la condicion tal como se indica para los
compuestos de férmula (1); y con la condicion adicional de que al menos uno de R1, Rz, R3, Re, R7 y Rs sea O-L-X.

Preferiblemente, sélo uno de R1, Rz, Rs es OH u O-L-X, y los grupos restantes de R1, R2 y Rs son cada uno
independientemente H o NOz2; y/o sélo uno de Rs, R7 y Rs es OH u O-L-X, y los grupos restantes de Rs, R7 y Rs son
cada uno independientemente H o NO..

Preferiblemente, cuando uno de R4, Rz, Rz es OH u O-L-X, los grupos restantes de R1, R2 y R3 son cada uno
independientemente H.

Preferiblemente, cuando uno de Rs, R7 y Rs es OH u O-L-X, los grupos restantes de Rs, R7 y Rs son cada uno
independientemente H.

En una realizacion de compuestos de formula (IA), sélo uno de R1, R2 y Rz es O-L-X y solo uno de Rs, R7 y Rs es
OH, en el que X es un grupo de conjugacién o un grupo de solubilizaciéon en agua.

En otra realizacion de compuestos de férmula (IA), sélo uno de R1, R2 y Rz es OH y sélo uno de Rs, R7 y Rs es O-L-
X, en el que X es un grupo de conjugacion o un grupo de solubilizacion en agua.

En una realizacion preferida de compuestos de férmula (1A), sélo uno de R1, R2 y R3 es O-L-X y s6lo uno de Rs, R7 y
Rs es O-L-X, en donde:

(a) cada X es un grupo de conjugacion; o
(b) cada X es un grupo de solubilizacién en agua; o
(c) una X es un grupo de conjugacion y la otra X es un grupo de solubilizacién en agua.

En una realizacién particularmente preferida, R1 es H, R2 es O-L-X, Rs es H, Rs es H, R7 es O-L-X y Rs es H, en
donde una X es un grupo de conjugacioén y la otra X es un grupo de solubilizacién en agua.

En una realizacién especialmente preferida, cada A es F, R1 es H, Rz es O-L-X, R3 es H, R4 es Ph, Rs es Ph, Rs es
H, R7 es O-L-X y Rs es H, en donde una X es un grupo de conjugacion y la otra X es un grupo de solubilizacién en
agua.

Los grupos espaciadores adecuados L incluyen restos seleccionados de alquilos, metilenos, aminas, amidas y
éteres sustituidos o no sustituidos, saturados o no saturados, de cadena lineal o ramificada, o derivados de los
mismos. Los restos alquilo incluyen restos alquilo sustituidos o no sustituidos, saturados o insaturados, de cadena
lineal o ramificada que tienen hasta 25 atomos de carbono, mas preferiblemente hasta 10 atomos de carbono,
incluso mas preferiblemente hasta 5 atomos de carbono. Los restos metileno incluyen -(CH2),, en donde n es un
numero entero desde 1 hasta 16, preferiblemente desde 1 hasta 10, mas preferiblemente desde 1 hasta 5, incluso
mas preferiblemente desde 1 hasta 3. Los restos amina incluyen -(CH2)2NH-. Los restos amida incluyen
-(CH2)2NHCO(CHz)-, -(CH2)2NHCO(CHz2)2- y-CONH(CH2)2NHCO(CH2)2. Los restos éter incluyen -CH2CH20CH2CHz-.
Se apreciara que cualquier grupo espaciador adecuado no enumerado en este documento puede incluirse en los
compuestos de la invencion. También se apreciard que puede incluirse mas de un grupo espaciador, y que la
longitud y el numero del/de los grupo(s) espaciador(es) puede variar segun el uso previsto del compuesto.
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Los grupos de conjugacion adecuados incluyen restos seleccionados de acidos carboxilicos, aminas, alquinos,
ésteres succinimidilicos, azidas, azidas de acilo, maleimidas, ésteres diarilfosfonil-arilicos y biotina, o derivados de
los mismos.

Un éster diarilfosfonil-arilico adecuado es éster orto-diarilfosfonil-aril-metilico.

Se prefieren restos seleccionados de acidos carboxilicos, aminas, alquinos y ésteres succinimidilicos, mas
preferiblemente seleccionados de alquinos y ésteres succinimidilicos, lo mas preferiblemente ésteres
succinimidilicos. Se apreciara que cualquier grupo de conjugaciéon adecuado no indicado en este documento puede
incluirse en los compuestos de la invencién. Ventajosamente, el grupo de conjugacion se escoge segun el uso
previsto, tal como se comenta en mas detalle a continuacion.

Los grupos de solubilizacion en agua adecuados incluyen restos seleccionados de acidos carboxilicos, aminas,
acidos sulfonicos, alcoholes, éteres, poliéteres, amidas, sulfonamidas y tetrazoles, o derivados de los mismos.

Se prefieren restos seleccionados de acidos sulfénicos, acidos carboxilicos, éteres y poliéteres, mas preferiblemente
seleccionados de acidos sulfénicos y acidos carboxilicos, lo mas preferiblemente acidos sulfénicos. Se apreciara que
cualquier grupo de solubilizacién en agua adecuado no indicado en este documento puede incluirse en los
compuestos de la invencion.

En una realizacion preferida, uno de R1, R2 y Rs es O-L-X y uno de Re, R7 y Rs es O-L-X, en donde una X es un resto
acido sulfonico y la otra X es un resto éster succinimidilico. En esta realizacion, preferiblemente, cada A es F, Ra es
Phy Rs es Ph.

En una realizacion especialmente preferida, uno de R1, Rz y R3 es O-L-X, en donde O-L-X es O-(CH2)3-SOsNa u O-
(CH2)3-SO3H u O-(CH2)3-S0Os, y uno de Re, R7 y Rs es O-L-X, en donde O-L-X es O-CHz-éster succinimidilico u O-
(CH2)2NHCO(CHa2)2-éster succinimidilico u O-CONH(CH2)2NHCO(CHz)2-éster succinimidilico; o uno de Rs, R7 y Rs
es O-L-X, en donde O-L-X es O-(CH2)3-SOsNa u O-(CH2)3-SOsH u O-(CH2)3-SOs7, y uno R1, Rz y Rs es O-L-X, en
donde O-L-X es O-CHa-éster succinimidilico u O-(CH2)2NHCO(CH:)2-éster  succinimidilico u O-
CONH(CH2)2NHCO(CHy2)2-éster succinimidilico. En esta realizacién, preferiblemente, cada A es F, R4 es Ph y Rs es
Ph.

El experto apreciara que, segun el uso previsto, algunos de los restos usados como grupos de conjugacion pueden
funcionar alternativamente como grupos de solubilizacién en agua. Por ejemplo, pueden usarse acido carboxilico y
restos amina como grupos de conjugacion o como grupos de solubilizacion en agua. Por tanto, cuando un
compuesto de las férmulas (1) o (IA) incluye dos acidos carboxilicos como X, un &cido carboxilico puede, si se desea,
funcionar como un grupo de conjugacién y el otro como un grupo de solubilizacién en agua; de manera similar para
dos aminas como X; también de manera similar para un compuesto que comprende un resto acido carboxilico como
X'y un resto amina como X.

Un experto apreciara ademas que segun el uso previsto, restos éter usados normalmente como grupos de
solubilizaciéon en agua también pueden funcionar como grupos espaciadores. Por ejemplo, cuando mas de un grupo
éter esta presente, formando un poliéter, uno o mas de los grupos éter presentes pueden proporcionar la funcion de
un grupo espaciador.

Preferiblemente, los compuestos segun la invencién tienen una absorbancia maxima Amax @ mas de 660 nm,
preferiblemente mas de 670 nm, y una emision maxima a mas de 690 nm, preferiblemente mas de 720 nm, tal como
se mide en disoluciones acuosas.

La tabla 1 contiene compuestos representativos segun las formulas (1) y (IA), en donde cada A es F, R1 es H, Rs es
H, R4 es Ph, Rs es Ph y Rs es H. Los compuestos proporcionados en la tabla 1 son compuestos representativos
Unicamente y no se pretende que sean una lista exhaustiva.

Tabla 1
Numero de referencia de |R2 Re |R7
compuesto en ejemplos
donde sea aplicable
2 (Ejemplo 2(A)) OH H OCH2-C=CH
9 (Ejemplo 3(A)) O((CH2)20)3CHs H O(CH2)2NHBoc
Variacion de 9 (Ejemplo | O((CH2)20)3CHs3 H O(CH2)2NH2

3(A))



10 (Ejemplo 3(A))
11a (Ejemplo 3(A))

11b (Ejemplo 3(A))

16 (Ejemplo 4)

Variaciéon de 16
(Ejemplo 4)

17 (Ejemplo 4)

Variaciéon de 17
(Ejemplo 4)

26 (Ejemplo 6)

27 (Ejemplo 6)
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O((CH2)20)3CHs3 H
O((CH2)20)sCHs H
O((CH2)20)3CH3s H
OCH2C02 H
OCH2COzH H
O(CH2)3S03" H
O(CH2)sSOsH H
OCH2CH2CH2S0sNa |H
OCH2COzH H
O(CH2)3sSOs3Na H
O(CH2)3SOsNa H
O(CH2)3SOsNa H
O(CH2)3SO3Na H
OCH2COzH H
OCH2CO2H NO2
C=0
/
O\ 0
N
0]
O(CH2)3SO3Na H

O(CH2)2NHCO(CH2)2CO2H

O(CH2)2NHCO(CH2)2\
C=0
O/
\ 0]
N
O
O(CH,),N HCO(CHQ)Z\
/C=O
O\ 0
N
O
SO3-
OCH2CO2
OCH2COzH
O(CH2)3S03"
O(CH2)3S0OsH
OCH2-C=CH
OCH2-C=CH
O(CHz)2NH2
OCH2CO2H
OCHZ\
C=0
O/
\ (@)
N
O
OH
OH
OH
OH
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OCONH(CH,),NHCO(CHy)y
Cc=0

28 (Ejemplo 6) O(CHz2)sSOsNa H | O(CHp,NHCO(CHN
C

O(CHz)aSOaNa H O(CHz)zNHCO(CHz)Z\ 0

N

0 y
Jc=0 =0
O\ O O\ 0
N N
0 0]
29 (Ejemplo 6) O((CH2)20)3CHs H

O(CH,),NHCO(CH,), \ 0

N

30 (Ejemplo 6) O((CH2)20)3CHs H

O(CH,),NH 0
) o—
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31 (Ejemplo 6) O((CH2)20)sCHs H 0

O(CH,),NH

0)

Incluidos en los compuestos de férmula (1) estan los compuestos de formula (IB).

En los compuestos de formula (1B),

R, R,

(B)

cada Ay R4y Rs son tal como se definieron anteriormente para los compuestos de formula (1); y

R1, Rz, R3, Rs, R7 y Rs son cada uno independientemente H, OH o NOz; con la condicién de que al menos uno de Ry,
R2, Rs sea OH y al menos uno de Re, R7 y Rs sea OH.

Preferiblemente, sélo uno de R1, R2, Rs es OH, y los grupos restantes de Ri, R2 y Rs son cada uno
independientemente H o NO2; y/o sé6lo uno de Rs, R7 y Rs es OH, y los grupos restantes de Rs, R7 y Rs son cada uno
independientemente H o NO»2.

Preferiblemente, cuando uno de Ri, Rz, Rs3 es OH, los grupos restantes de R1, R2 y Rs son cada uno
independientemente H.

Preferiblemente, cuando uno de Rs, R7 y Rs es OH, los grupos restantes de Rs, R7 y Rs son cada uno
independientemente H.

En una realizacion preferida del compuesto (1B), R1 es H, R es OH, R3 es H, Re es H, R7 es OH y Rs es H. En una
realizacién especialmente preferida del compuesto (IB), cada A es F, R1 es H, R2 es OH, R3 es H, R4 es Ph, Rs es
Ph, Rees H, R7es OHy Rs es H.

Los compuestos de férmula (IB) son utiles en la preparacion de compuestos de formula (1), incluyendo compuestos
de formula (l1A).

Los compuestos de la invencion pueden prepararse segun el esquema A:

Esquema A
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O
R;0 Rg /
R4 O R5
II
RzO R7 ( )
Rl (0] R6
NO,
0
R3 (0] Rs
R4 0 R5
(I
RZ (0] R7
Rl (0] R6
N
\ NH Nx>—_
R, Re

R, R, R R,
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/\

Compuestos de férmula (IV) a compuestos de férmula (IB):

La invencidn proporciona ademas un método de preparacion de un compuesto de férmula (IB), en donde el método
comprende hacer reaccionar un compuesto de formula (IV), en donde R1 - Rs son tal como se definieron
anteriormente para los compuestos de formula (IB), con trihaluro de boro o un derivado del mismo.

Pueden formarse compuestos de formula (IB) en donde cada A es O-Y, haciendo reaccionar un producto formado
por la reaccion anterior con un alcoxido adecuado.

Los trihaluros de boro adecuados incluyen trifluoruro de boro, tricloruro de boro, tribromuro de boro y triyoduro de
boro, preferiblemente trifluoruro de boro. Se prefiere un derivado de trifluoruro de boro, especialmente dietileterato
de trifluoruro de boro (BF3OEty).

La reaccion puede llevarse a cabo en presencia de una base adecuada. Las bases adecuadas incluyen
diisopropiletilamina (DIEA, base de Hiinig), trietilamina y carbonato de cesio, preferiblemente diisopropiletilamina.

Preferiblemente, la reaccion se lleva a cabo en presencia de un disolvente adecuado. Los disolventes adecuados
incluyen THF, diclorometano (CH2Clz), tolueno y benceno, preferiblemente diclorometano (CH2Cl2).

Preferiblemente, en el compuesto de formula (1V), R1 es H, R2 es OH, R3 es H, R4 es Ph, Rs es Ph, Re es H, R7 es

OH y Rs es H, en donde el compuesto de formula (1V) es [5-(4-hidroxifenil)-3-fenil-1H-pirrol-2-il]-[5-(4-hidroxifenil)-3-
fenilpirrol-2-iliden]amina.

11
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De manera conveniente, los compuestos de formula (IV) también forman parte de la invencion.

Compuestos de férmula (I11) a compuestos de formula (IV):

El compuesto de formula (IV) puede prepararse haciendo reaccionar un compuesto de férmula (l1l), en donde R1 - Rs
son tal como se definieron anteriormente para los compuestos de férmula (IB), con una fuente de amonio en un
disolvente adecuado.

Las fuentes de amonio adecuadas incluyen cloruro de amonio, acetato de amonio y formiato de amonio,
preferiblemente acetato de amonio.

Los disolventes adecuados incluyen THF, diclorometano (CH2Cl2), etanol y alcohol isopropilico, preferiblemente
etanol.

Preferiblemente, en el compuesto de formula (l1l), R1/Rs es H, R2/R7 es OH, R3s/Rs es H y R4/Rs es Ph, en donde el
compuesto de formula (Ill) es 1-(4-hidroxifenil)-4-nitro-3-fenilbutan-1-ona.

De manera conveniente, los compuestos de formula (Il1) también forman parte de la invencion.

Compuestos de férmula (1) a compuestos de férmula (lI1):

El compuesto de formula (Ill) puede prepararse haciendo reaccionar un compuesto de formula (I), en donde R1 - Rs
son tal como se definieron anteriormente para los compuestos de formula (I1B), con una fuente de nitro-metileno en
un disolvente adecuado.

Una fuente de nitro-metileno adecuada es nitrometano.

Los disolventes adecuados incluyen THF, diclorometano (CH2Cl2), metanol, etanol, preferiblemente etanol.

Preferiblemente, en el compuesto de férmula (Il), R1/Re es H, R2/R7 es OH, Rs/Rs es H y R4/Rs es Ph, en donde el
compuesto de formula (1) es una chalcona conocida, disponible de TCI laboratory Chemicals.

Compuestos de férmula (IB) a compuestos de férmula (1):

La invencioén proporciona ademas un método de preparacion de un compuesto de férmula (1), en donde el método
comprende convertir al menos un grupo OH de un compuesto de formula (IB) en O-L-X, en presencia de un
disolvente adecuado.

Los disolventes adecuados incluyen THF, diclorometano (CH:Cl2), acetonitrilo, tolueno, DMF y acetona,
preferiblemente THF.

La reaccion puede llevarse a cabo en presencia de una base adecuada. Las bases adecuadas incluyen NaH,
diisopropiletilamina (DIEA, base de Hiinig), trietilamina y carbonato de cesio, preferiblemente NaH.

Preferiblemente, la conversion del al menos un grupo OH en O-L-X se logra mediante alquilacién del al menos un
grupo OH.

Preferiblemente, la conversion del al menos un grupo OH en O-L-X implica la conversion de al menos dos grupos
OH en O-L-X. Ademas preferiblemente, al menos un grupo O-L-X se proporciona en uno de R4, R2 y Ra del
compuesto de formula (1), y al menos un grupo O-L-X se proporciona en uno de Rs, R7 y Rs del compuesto de
férmula (I). Mas preferiblemente, sélo uno O-L-X grupo se proporciona en uno de R1, R2 y Rs del compuesto de
férmula (1), y sélo uno O-L-X grupo se proporciona en uno de Rs, R7 y Rs del compuesto de formula (l), en donde,
ademas preferiblemente, una X es un grupo de conjugacion y la otra X es un grupo de solubilizacién en agua.

Preferiblemente, el compuesto de férmula (1) es un compuesto de formula (I1A).

La invencion todavia proporciona ademas un conjugado de colorante, que comprende (i) un compuesto de formula
(I) que tiene al menos un grupo de conjugacion X, y (ii) un grupo de unién complementario; en donde el grupo de
conjugacion X puede unir de manera covalente el compuesto de férmula (1) al grupo de unién complementario.

Preferiblemente, el compuesto de férmula (1) es un compuesto de formula (1A).

Los grupos de unién adecuados incluyen &cidos carboxilicos, aldehidos, cetonas, ésteres, aminas, tioles, azidas y
avidinas.

Los grupos de conjugacién y grupos de unién complementarios adecuados incluyen lo siguiente:-
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(a) una amina como grupo de conjugacion y un acido carboxilico, aldehido, cetona o éster como grupo de unién
complementario;

(b) un acido carboxilico como grupo de conjugacién y una amina como grupo de unién complementario;
(c) un éster succinimidilico como grupo de conjugacién y una amina como grupo de unién complementario;
(d) una maleimida como grupo de conjugacion y un tiol como grupo de unién complementario;

(e) un alquino como grupo de conjugacion y una azida como grupo de unién complementario;

(f) un éster ortfo-diarilfosfonil-aril-metilico como grupo de conjugaciéon y una azida como grupo de unidn
complementario; y

(g) biotina como grupo de conjugacién y avidina como grupo de unién complementario.

Algunos de estos grupos de conjugacion y grupos de unién complementarios se indican en la tabla 2 a continuacion,
en donde el grupo de unién complementario se denomina resto reactivo:

Tabla 2

Grupo conjugable Resto reactivo

Espaciador-Fluoréforo oG
HNe/ " R-COzH o Ay’ ﬁ

Espaciador-Fluoréforo
Ho—( R-NH:
]

Espaciador-Fluoréforo

~ R-NH2

@) /o
N O
o
o\(Espaciador-Fluoréfcro

Q s

/t/N\q o) R-NH2
&2 o
/~Espaciador-Fluoréforo

)
Lk s
Y O

Espaciador-Fluoréforo

R-N3

[¢]

\\fspamador—Fluoroforo R-N3

El grupo de unién puede formar parte de una molécula mayor que incluye, pero no se limita a, acidos nucleicos,
nucleotidos, hidratos de carbono, farmacos, polimeros, péptidos, proteinas, anticuerpos, lipidos que incluyen formas
de nanoparticulas de los mismos; y otros materiales quimicos sintéticos o derivados de manera biolégica que
incluyen formas de nanoparticulas de los mismos.

/

Una molécula de este tipo puede, si se desea, estar en forma de o unirse a particulas sintéticas. Tales particulas
pueden estar en forma de nanoperlas, que tienen preferiblemente un diametro de desde aproximadamente 0,5 nm
hasta aproximadamente 500 nm, mas preferiblemente desde aproximadamente 5 nm hasta aproximadamente
500 nm, mas preferiblemente desde aproximadamente 50 nm hasta aproximadamente 200 nm, lo mas
preferiblemente de aproximadamente 100 nm.

Las nanoperlas adecuadas incluyen poliestireno, oro o plata. Se apreciara que pueden usarse otras nanoperlas
metalicas y/o inorganicas.

La invencién todavia proporciona ademas el uso de un compuesto de féormula (1) en el marcaje fluorescente de una
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molécula para producir un conjugado de colorante. Preferiblemente, el compuesto de férmula (1) es un compuesto de
férmula (1A).

La invencion incluso proporciona ademas el uso de un compuesto de formula (I) como un colorante fluorescente
soluble en agua. Preferiblemente, el compuesto de férmula (I) es un compuesto de férmula (IA).

Ventajas de la invencion:
e Los compuestos tienen fuerte absorcion y emisiones dentro de la regidon espectral de NIR.
e Los compuestos tienen alta fotoestabilidad.

e Los compuestos son versatiles y tienen muchos usos comerciales:

o Por ejemplo, en algunas realizaciones, cuando OH esta presente, los compuestos pueden ser sensibles al pH, en
donde la fluorescencia puede activarse o desactivarse segun se desee.

o En ofras realizaciones, los grupos de solubilizacion en agua potencian ventajosamente la solubilidad de los
compuestos de la invencion en disolucion acuosa.

o En todavia otras realizaciones, los grupos de conjugacion permiten que el compuesto se una de manera covalente
a un grupo de uniéon complementario, formando un conjugado de colorante. Cuando dos grupos X estan presentes, y
una X es un grupo de conjugacion y la otra X es un grupo de solubilizacion en agua, preferiblemente facilitado por
una etapa de desimetrizacién durante la fabricacion, el compuesto puede unirse a un grupo de unién
complementario, con el grupo de solubilizaciéon en agua de manera conveniente potenciando la solubilidad de los
compuestos en disolucién acuosa. Cuando dos grupos X estan presentes, y ambas X son COOH, el compuesto
puede unirse de manera conveniente a dos grupos de unién complementarios separados en moléculas pequefas,
por ejemplo, dos grupos amina en dos péptidos pequefos.

o Los compuestos pueden unirse a particulas tales como nanoperlas.

o Se ha encontrado que los colorantes de conjugados de nanoparticulas poliméricas de la invencidon presentan un
aumento drastico en la intensidad fluorescente tras la entrada en un célula, normalmente al menos un aumento de 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, o 10 veces en la intensidad fluorescente
cuando se compara con la intensidad fluorescente cuando el colorante de conjugado estéa fuera de la célula.

La invencion se describira ademas, con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos:-

Breve descripcion de los dibujos

La invencién se entendera mas claramente a partir de la siguiente descripcion de una realizacion de la misma, dada
a modo ejemplo unicamente, con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:-

Figura 1. Espectros de fluorescencia sensible al pH de 2. traza A pH = 6,0, traza B pH = 9,0. Excitaciéon a 640 nm,
anchuras de ranura 10 nm, 5x107 M en agua/CrEL. Inaci = 150 mmol/l. Insercidn; grafica sigmoidea que predice un
valor de pKa de 6,9.

Figura 2. Espectros de UV-visible de 2 en diversos disolventes. Disolventes CHCIz (A); tolueno (B), etanol (C),
H20/CrEl (D).

Figura 3. Espectros de fluorescencia de 2 en diversos disolventes. Disolventes CHCIs (A); tolueno (B), etanol (C),
H20/CrEl (D).

Figura 4. Perfil de conversion de pH de UV-visible de 2 a 2 - H* a 5 x 10® M en agua/CrEL, Inaci = 150 mmol/l.
Recuadro: Respuesta colorimétrica de 2; LHS pH = 6,8, RHS pH = 8,8.

Figura 5. Espectros de UV-visible (5x106 M) y fluorescencia (5 x 107 M) normalizados de 8a (Amax 687/716 nm; A),
8b (Amax 687/716 nm; B) y 8¢ (Amax 687/716 nm; C) en MeOH.

Figura 6. Intensidad de fluorescencia relativa a 730 nm de 8a a pH 6,1, 6,6, 7,2, 7,6 y 8,0. Excitacion a 640 nm,
anchuras de ranura 20 nm, 5 x 107 M en agua/CrEL. Inaci = 150 mmol/l.

Figura 7. Imagen de fluorescencia confocal de células MDA-MB-231 tras tratamiento con tampones a pH 8,0 y 6,5.
8a (color rojo) y tincién DAPI nuclear (color azul).
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Figura 8. Obtencion de imagenes de apilamiento Z mediante microscopia de barrido laser confocal de 8a en células
CAKI-1.

Figura 9. Perfil espectral de pH de UV-visible de 8a: pH = 6,0 = traza A; pH = 9,0 = traza B.
Figura 10. Perfil espectral de pH de fluorescencia de 8a: pH = 6,0 = traza A; pH = 9,0 = traza B.
Figura 11. Grafica sigmoidea de pH de fluorescencia para 8a.

Figura 12. Espectros de absorcion (5 x 10°® M) y emision (5 x 10”7 M) normalizados de 9 (A), 10 (B) y 12 (C) en
EtOH.

Figura 13. Espectros de fluorescencia y UV-visible de 9 en diferentes disolventes.
Figura 14. Conjugacion de 11a con lisosima en DMSO/agua.

Figura 15. Conjugacién de 11a con lisosima en THF/agua.

Figura 16. Conjugacién de 10 equiv. de 11b con lisosima en NaHCO3 0,1 M a pH = 8,3.
Figura 17. Conjugacién de 20 equiv. de 11b con lisosima en NaHCO3 0,1 M a pH = 8,3.
Figura 18. Conjugacion de 10 equiv. de 11b con tripsina en PBS a pH = 7,5.

Figura 19. MALDI-MS de lisosima conjugada con cinco equiv. de 6b. Di-conjugado 15.904; tri-conjugado 16.704;
tetra-conjugado 17.503; penta-conjugado 18.305.

Figura 20. Espectros de absorcion (izquierda) y emisién (derecha) normalizados de lisozima (A) y tripsina (B) en PBS
acuoso.

Figura 21. Espectros de absorcion (izquierda) y emision (derecha) normalizados de 16 (A), 17 (B) y 21 (C) en CHCls.

Figura 22. La absorcion (izquierda) y fluorescencia (derecha) de 16 (A), 17 (B) y 21 (C) en metanol. Los espectros de
fluorescencia se tomaron tras excitacion a 640 nm.

Figura 23. La estabilidad de 16 en PBS (pH = 7,0) que contiene el 3% de BSA. Se tomaron los espectros después de
24 h (A) y 48 h (B) de exposicion a la luz del sol. Las lineas continuas y discontinuas representan la absorcion
relativa y fluorescencia respectivamente.
Figura 24. La estabilidad de 17 en PBS (pH = 7,0) que contiene el 3% de BSA. Se tomaron los espectros después de
24 h (A) y 48 h (B) de exposicion a la luz del sol. Las lineas continuas y discontinuas representan la absorcién
relativa y fluorescencia respectivamente.
Figura 25. La estabilidad de 21 en PBS (pH = 7,0) que contiene el 3% de BSA. Se tomaron los espectros después de
24 h (A) y 48 h (B) de exposicion a la luz del sol. Las lineas continuas y discontinuas representan la absorciéon
relativa y fluorescencia respectivamente.

Figura 26. Espectros de absorcién (izquierda) y emisidon (derecha) normalizados de 16 (A), 17 (B), y 21 (C) en
DMEM. El espectro de absorcion por debajo de 600 nm no se muestra debido a enmascaramiento por el colorante
rojo de fenol contenido en DMEM.

Figura 27. Imagenes de CLSM de células MDA-MB-231 tras 1 h de incubacion con disolucion 5 uM de (a) 16 y (b)
17. Barras de escala, 10 pm.

Figura 28. Imagenes de CLSM de (a) células de E. coliy (b) S. aureus tras 10 min de incubacién con disolucion 4 uM
de 21. Barras de escala, 1 um.

Figura 29. Célula MDA-MB-231 individual tras incubacién con 16. Barra de escala 10 um.
Figura 30. Analisis de apilamiento Z de CLSM de 16 en células MDA-MB-231.

Figura 31. Analisis de apilamiento Z de CLSM 17 en células MDA y cotincion nuclear con DAPI (color azul). Barra de
escala 5 um.

Figura 32. Espectros de absorbancia (linea continua) y fluorescencia (linea discontinua) de 16 (A), 17 (B) y 21 (C) en
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disoluciones de PBS/BSA.

Figura 33. Espectro de emision de perlas funcionalizadas a 200 nm en H20. Amax de fluorescencia de nanoperlas a
727 nm.

Figura 34. Imagen confocal de perlas funcionalizadas a 200 nm. Imagen adquirida usando un filtro de recogida de
paso largo a 650 nm y excitaciéon a 633 nm. Barra de escala, 1 um.

Figura 35. Imagen confocal de células MDA con perlas funcionalizadas a 200 nm internalizadas. Imagen adquirida
usando un filtro de recogida de paso largo a 650 nm y excitaciéon a 633 nm.

Figura 36. Imagen confocal de una unica célula MDA con perlas funcionalizadas a 200 nm internalizadas. Imagen
adquirida usando un filtro de recogida de paso largo a 650 nm y excitaciéon a 633 nm.

Figura 37. Transcurso temporal de imagenes confocales en tiempo real de fluorescencia de células HEK293T con
nanoparticulas conjugadas.

Figura 38. Transcurso temporal de imagenes confocales en tiempo real de fluorescencia de células CAKI-1 con
nanoparticulas conjugadas.

Figura 39. Obtencién de imagenes de ganglios linfaticos por fluorescencia in vivo tomadas 30 segundos después de
inyeccion intradérmica de particulas conjugadas de colorante en el pie izquierdo del raton.

Descripcion detallada de la invenciéon

Ejemplo 1: compuesto 6

Se preparo el compuesto 6, que es un compuesto de formula (IB), tal como sigue. Con referencia al esquema 1, la
ruta de sintesis comenzo con una adicién de nitrometano a chalcona 3, que es un compuesto de féormula (ll), que dio
1-(4-hidroxifenil)-4-nitro-3-fenilbutan-1-ona 4, que es un compuesto de férmula (Ill), con un rendimiento del 73%.

NO
0 o ?
=
/©)\APh CHgNOy, DEA Ph
T PR 4
HO 3 EtOH, reflujo, 16 h HO

Esquema 1

73% 519, | NH4OAc, EIOH,
reflujo, 24 h
P o Ph
N
— ~ — A \
NN \_NH Nx
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Se logré la generacion posterior del azadipirrometeno sustituido con bis-fenol 5, que es un compuesto de férmula
(IV), mediante el reflujo de 4 con acetato de amonio en etanol durante 24 h. La filtracion del precipitado a partir de la
mezcla de reaccion en bruto dio el producto puro con un rendimiento del 51%. Se convirtié el compuesto 5 en su
andlogo quelado BF2 6 con dietileterato de BFs y diisopropiletilamina (DIEA) en diclorometano durante 24 h. Se
obtuvo un rendimiento aislado del 69% de 6 tras cromatografia sobre gel de silice. Puede usarse el compuesto 6
ventajosamente para preparar una amplia variedad de compuestos (l) segun la invencion, tal como se describe en
los ejemplos 2(A), 3(A), 4 y 6, y también una amplia variedad de conjugados de colorante segun la invencion, tal
como se describe en los ejemplos 2(B), 3(B) y 5.

Detalles adicionales de los productos 4, 5 y 6 y sintesis de los mismos se proporcionan a continuacion.
1-(4-Hidroxifenil)-4-nitro-3-fenilbutan-1-ona (4).

Se tratd una disolucion de 1-(4-hidroxifenil)-3-fenilpropenona 3 (9 mmol) en EtOH (15 ml) con dietilamina (4,6 ml,
45 mmol) y nitrometano (4,8 ml, 90 mmol) y se calentd a reflujo durante 16 h. Se enfrié la disolucién y se acidificd
con HCI 4 M, se repartié entre EtOAc (50 ml) y H20 (50 ml). Se separo6 la fase organica, se seco sobre sulfato de
sodio y se evaporo a presion reducida. Se agitd el residuo en Et20 frio (30 ml) durante 10 min y se filtr6 para dar el
producto 4 como un solido incoloro (1,84 g, 73%), p.f. 112-113°C (MeOH). 'H RMN (300 MHz, CDCls): § 7,86 (d, J =
8,5 Hz, 2H), 7,35-7,26 (m, 5H), 6,85 (d, J = 8,5, 2H), 5,44 (s, 1H), 4,86-4,80 (m, 1H), 4,64-4,71 (m, 1H), 4,25-4,16 (m,
1H), 3,46-3,31 (m, 2H). '3C RMN (125 MHz, CDClIs): § 195,3, 160,3, 139,2, 130,6, 129,6, 129,0, 127,8, 127,4, 115,4,
79,6, 41,1, 39,4. IR (disco de KBr): 3427, 1646 cm™. ES-MS: m/z 284,1 [M - H. HRMS [M + NaJ*: 308,0887,
C16H1sNNaO4* requiere 308,0899.

[5-(4-Hidroxifenil)-3-fenil-1H-pirrol-2-il]-[5-(4-hidroxifenil)-3-fenilpirrol-2-ilidenJamina (5).

Se calentaron el compuesto 4 (2,0 g, 7,0 mmol) y acetato de amonio (18,9 g, 245 mmol) en EtOH (50 ml) a reflujo
durante 24 h. Se enfrié la reaccion hasta t.a., se filtro el precipitado y se lavo el sélido aislado lavado con etanol frio
(20 ml) para dar el producto 5 como un solido negro azulado (0,86 g, 51%), p.f. 245-246°C (MeOH). '"H RMN
(300 MHz, MeOD): 6 7,99 (d, J = 6,6 Hz, 4H), 7,79 (d, J = 8,7 Hz, 4H), 7,36-7,29 (m, 6H), 7,20 (s, 2H), 6,92 (d, J =
8,7 Hz, 4H), (NH, OH no observado). '*C RMN (125 MHz, MeOD): § 159,9, 154,5, 148,8, 141,5, 133,9, 128,6, 128,0,
127,7,127,3, 123,4, 115,8, 113,8. IR (disco de KBr): 3054, 1603, 1265 cm'. ES-MS: m/z 482,3 [M + H]*. HRMS [M +
H]*: 482,1851, C32H24N302 requiere 482,1869.

Quelato BF2 de [5-(4-hidroxifenil)-3-fenil-1H-pirrol-2-il]-[5-(4-hidroxifenil)-3-fenilpirrol-2-ilidenJamina (6).

Se disolvi6 el compuesto 5 (0,15 g, 0,31 mmol) en CH2Cl2 seco (15 ml), se traté con diisopropiletilamina (0,54 ml,
3,11 mmol) y dietileterato de BF3 (0,55 ml, 4,35 mmol), y se agité bajo N2 durante 24 h. Se diluy6é la mezcla de
reaccion con EtOAc (30 ml), se lavd con agua (30 ml) y se evaporo la fase organica hasta sequedad. La purificacion
mediante cromatografia en columna sobre silice que se eluye con CH2CIl2/EtOAc (4:1) dio el producto 6 como un
solido metalico rojo (113 mg, 69 %), p.f. 253-254°C (MeOH). 'H RMN (300 MHz, MeOD): & 8,08-8,05 (m, 8H), 7,40-
7,30 (m, 6H), 7,20 (s, 2H), 6,91- 6,88 (m, 4H), (OH no observado). '*C RMN (125 MHz, MeOD): § 160,5, 157,9,
144,8, 142,3, 132,3, 131,7, 128,9, 128,7, 128,0, 122,7, 118,3, 115,2. IR (disco de KBr): 3351, 1605 cm™'. ES-MS: m/z
530,3 [M + H]*. HRMS [M + H]*: 530,1876, C32H23BF2N302 requiere 530,1851.

Ejemplo 2(A): compuesto 2: compuesto sensible al pH que comprende un grupo de conjugaciéon

Con referencia al esquema 1, la sintesis del compuesto 2, que es un compuesto de formula (1), especificamente, un
compuesto de férmula (IA), requirié una etapa de desimetrizacion que implica alquilaciéon de uno de los dos grupos
fenol de 6. Esta alquilacion se llevé a cabo usando 2,2 equiv. de propargiltosilato y NaH en THF durante 4 h a reflujo.
Se encontré que estas condiciones especificas sesgaban la distribucion de productos mono- 2 y bis-alquilados 7
hacia el derivado mono sustituido (esquema 1). Aprovechar la gran diferencia de polaridad entre 2 y 7 permitia una
facil separacion sobre cromatografia en gel de silice y dio productos en rendimientos aislados del 30 y el 25%
respectivamente.

A continuacioén se proporcionan detalles adicionales de los productos 2 y 7 y sintesis de los mismos.
Quelato BF2 de 4-{4-fenil-5-[3-fenil-5-(4-prop-2-iniloxifenil)-pirrol-2-ilidenamino]-1H-pirrol-2-il}fenol (2).

Se agitaron el compuesto 6 (75 mg, 0,14 mmol) y NaH (dispersion de aceite al 60%) (12 mg, 0,52 mmol) en THF
seco (8 ml) y se trataron con propargiltoluolsulfonato (12 mg, 0,31 mmol) a 0°C bajo N2. Se templé la reaccién hasta
t.a. y luego se calenté a reflujo durante 3 h. Se enfrié la mezcla de reaccion y se repartié entre EtOAc (10 ml) y
salmuera (20 ml). Se separ6 la fase organica, se secd sobre sulfato de sodio y se eliminé el disolvente a presién
reducida. La purificacion mediante cromatografia en columna sobre silice que se eluye con CeH12/EtOAC (4:1) eluyd
en primer lugar el compuesto 7 (21 mg, 25%) 166-169°C seguido por el producto deseado eluido con CeH12/EtOAC

17



10

15

20

25

30

35

40

ES 2718835713

(3:2) 2 como un solido metalico rojo (25 mg, 30%, p.f. 82-84°C).
Andlisis para 2

"H RMN (300 MHz, CDCl3): § 8,09-7,99 (m, 8H), 7,47-7,38 (m, 6H), 7,07 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,02 (s, 2H), 6,88 (d, J =
8,6 Hz, 2H), 5,6 (s a, 1H), 4,75 (s, 2H), 2,55 (s, 1H). '3C RMN (125 MHz, CDCI3): § 159,8, 158,7, 158,4, 157,7, 145,5,
145,2, 143,5, 143,1, 132,4, 132,3, 131,8, 131,5, 131,4, 131,3, 129,3, 129,3, 129,2, 128,5, 125,0, 124,1, 118,8, 118,5,
115,8, 115,0, 78,0, 76,0, 55,9. IR (disco de KBr): 3502, 1603 cm'. ES-MS: m/z 568,4, [M + H]*. HRMS [M + HJ*:
568,2034, C3s5H25BF2N302 requiere 568,2008.

Andlisis para 7

"H RMN (300 MHz, CDCls): § 8,12-8,07 (m, 8H), 7,49-7,42 (m, 6H), 7,06 (d, J = 9,1 Hz, 2H), 7,02 (s, 2H), 4,79 (s,
4H), 2,58 (s, 2H). '3C RMN (125 MHz, CDCls): § 159,8, 158,1, 145,4, 143,4, 132,4, 131,6, 131,5, 129,2, 128,5, 124,9,
118,7, 115,0, 78,0, 76,0, 55,8. IR (disco de KBr): 1601, 1504 cm™'. ES-MS: m/z 606,2, [M + H]*. HRMS [M + HJ*:
606,2135, C3gH27BF2N30:2 requiere 606,2164.

Las propiedades espectrales de 2 en disolventes organicos fueron muy similares al compuesto de la técnica anterior
1 con los maximos de absorcién y emision de 2 en CHCI3 a 680 y 708 nm respectivamente con un alto rendimiento
cuantico de fluorescencia (®r) de 0,37 (tabla 3).

Tabla 3

Propiedades de absorcién/emisién de 2

entrada disolvente  Amax abs (nm)?  Amax flu (nm)°

1 CHCIs 680 708°
2 CrHs 685 711
3 CHsOH 688 716
4 H20/CrEL 700 729

a(5x10°6 M). °(5x107 M).¢ &= 0,37 (1 como patron).

Las caracteristicas espectrales mostraron una ligera dependencia tras dipolaridad de disolvente con un
desplazamiento batocromatico de 8 nm para maximo de absorbancia y emisién en metanol. Ademas, una disolucién
acuosa generada por formulacién usando Cremophor EL (CrEL) mostré pequefios desplazamientos batocrémicos
adicionales (700/729 nm) en comparacion con disolventes orgénicos.

Al contrario que 1, las propiedades espectrales de 2 presentaron una respuesta sorprendente a través del intervalo
de pH fisioldgico (figura 1). La respuesta de estado excitado de 2 a la Amax de 729 nm en disoluciones acuosas
mostré un diferencial de intensidad de fluorescencia de mas de 15 veces entre pH 6 y 8 con supresién practicamente
completa de la sefal de fluorescencia a pH 9 (figura 1). Una grafica sigmoidea de pH frente a intensidad de
fluorescencia predijo un pKa aparente de 6,9 (figura 1, recuadro). Se ilustran propiedades espectrales adicionales en
las figuras 2, 3 y 4. Tal como se esperaria para un proceso ICT, el espectro de UV-visible de 2 estaba influido
fuertemente por el pH (figura 4). La banda de absorcién a 700 nm se redujo progresivamente en intensidad con pH
creciente y una nueva banda aparecié a 775 nm con un punto isosbéstico a 740 nm indicativo de la formacion de
una especie mono-desprotonada.

El compuesto 2 proporciona la ventaja de ser tanto sensible al pH por medio del grupo OH, como conjugable por
medio del grupo alquino, tal como se ilustra a continuacion.
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HO
activacion/desactivacion \
de pH de fluorescencia
unién del

grupo de conjugacién

2

Ejemplo 2(B): compuestos 8a, 8b, 8c: conjugados de colorante sensibles al pH

En la técnica anterior, junto con caracteristicas fotofisicas 6ptimas, a menudo se han adoptado dos enfoques
complementarios para potenciar la diferenciacion del objetivo de obtencidon de imagenes a partir del fluoréforo de
fondo. El primero, y mas comun, es el uso de fluoréforos conjugados generados por la uniéon covalente de una
(bio)molécula de direccionamiento a la sonda fluorescente que facilita una acumulacion selectiva objetivo de
fluoréforo. Un enfoque alternativo es la modulacion de la sefial de intensidad de fluorescencia (de baja a alta) en
respuesta a un reconocimiento molecular especifico en la diana endégena. A pesar del éxito de ambas estrategias,
una combinacién de ambos procesos rara vez se investiga. En este caso, se sefiala una estrategia para lograr un
prototipo de plataforma fluorescente en el NIR sensible al pH y conjugable con azida. Se propuso que la operacion
de activacion/desactivacion de la fluorescencia estaria regida por una interconversion de fenol/fenolato directa en el
fluoréforo, con conjugacién a un motivo de direccionamiento molecular por medio de una cicloadicion de alquino-
azida. Hasta la fecha, existen pocos informes de la bibliografia de fluoréforos sensibles al pH en el NIR a pesar de
sus aplicaciones de imagen potenciales para estados patoldgicos que pueden inducir cambios localizados intra y
extracelulares de pH, tales como canceres, insuficiencia renal e isquemia.

Se investigo si 2 podria realizar conjugacién por medio de cicloadicion de azida y la modulacién de pH de la salida
de intensidad de fluorescencia se controlaria por una interconversién de fenol/fenolato. Las condiciones acuosas
suaves requeridas para cicloadiciones de azida-alquino ofrecen claras ventajas cuando se utilizan para reacciones
de bioconjugacion.

Con referencia al esquema 2, con el fin de demostrar la tolerancia del grupo funcional de reacciones de azida con 2,
se sometieron a prueba tres azidas que contienen sustituyentes amino, carboxilo e hidrato de carbono. Las
condiciones de reaccion optimizadas con 1-azido-1-desoxi-B-D-galactopirandsido, acido 4-azidobutirico y éster -
butilico del acido (2-azidoetil)carbamico se identificaron como CuSQO4 / Cu / ascorbato de sodio en THF / H20 (3:1) a
reflujo durante 3 h (esquema 2). Se eliminaron las sales de cobre mediante extracciéon acuosa y se aislaron
cicloaductos 8a-c con buenos rendimientos del 68 al 88% tras o bien recristalizacion en metanol o bien
cromatografia en columna.
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Esquema 2. Reacciones de cicloadicidén de azida

OH
Ph
5 N3(CH>)3CO-H N
68%
N3(CHz)>.NHBoc | 88%
HO
Ph Ph
NN N
5
<2
FF CO,H
8c Condiciones
HO o
Cu” (1.0 eq.), CuSO4 (0.2 eq.)
= Na-ascorbato (0.5 eq.)
N

‘}\rN\L THF/H,O (3:1), reflujo 3 h

NHBoc
Detalles adicionales de los productos 8a, 8b y 8c, y sintesis de los mismos se proporcionan a continuacion.

2-Hidroximetil-6-[4-(4-{5-[5-(4-hidroxifenil)-3-fenil-1H-pirrol-2-ilimino]-4-fenil-5H-pirrol-2-il}-fenoximetil)-[1, 2, 3]triazol-1-
il]-tetrahidropiran-3,4, 5-triol (8a)

Se tratd una disoluciéon de 2 (0,14 g, 0,24 mmol) y 1-azido-1-desoxi-p-D-galactopiranésido (0,12 g, 0,64 mmol) en
THF:H20 (20 ml, 3:1) con una disolucién de THF:H20 (15 ml, 3:1) de Cu(0) (15 mg, 0,24 mmol), CuSO45H20 (8 mg,
0,049 mmol) y Na-ascorbato (24 mg, 0,12 mmol). Se calentd la mezcla de reaccién durante 3 h bajo N2, se enfrio y
se repartié entre EtOAc (30 ml) y agua (30 ml). Se volvié a extraer la fase acuosa con EtOAc (2 x 30 ml) y se
secaron las fases organicas combinadas y se evaporaron hasta sequedad a presion reducida. La recristalizacion en
MeOH dio el producto 8a como un solido verde oscuro (142 mg, 79%, p.f. 180-182°C). 'H RMN (300 MHz, MeOD): §
8,36 (s, 1H), 8,14-8,10 (m, 8H), 7,48-7,35 (m, 6H), 7,34 (s, 1H), 7,21 (s, 1H), 7,17 (d, J = 9,1 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,8
Hz, 2H), 5,60 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,32 (s, 2H), 4,52 (s a, 1H), 4,18 (t, J = 9,5 Hz, 1H), 4,08 (m, 1H), 3,87-3,70 (m,
5H). '3C RMN (125 MHz, THF-d8): & 161,1, 160,9, 159,1, 156,9, 145,4, 144,7, 143,0, 142,9, 141,8, 132,8, 132,6,
132,2 (t, J=5Hz), 131,5 (t, J = 5 Hz), 129,1, 129,0, 128,8, 128,6, 128,2, 124,5, 122,5, 122,0, 119,0, 118,2, 115,4,
114,5, 88,8, 78,8, 74,5, 70,4, 69,0, 61,9, 61,4. IR (disco de KBr): 1596, 1455 cm™'. ES-MS: m/z 771,6 [M-H]". HRMS
[M + H]*: 773,2717, C41H36BF2NsO7 requiere 773,2707.

Acido 4-[4-(4-{5-[5-(4-Hidroxifenil)-3-fenil-1H-pirrol-2-ilimino]-4-fenil-5H-pirrol-2-il}-fenoximetil)-[1, 2, 3]triazol-1-
illbutirico (8b)

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2718835713

Se traté una disolucion de 2 (0,12 g, 0,21 mmol) y acido 4-azidobutirico (68 mg, 0,53 mmol) en THF:H20 (15 ml, 3:1)
con una disoluciéon de THF:H20 (15 ml, 3:1) de Cu(0) (13 mg, 0,21 mmol), CuSO4,5H20 (7 mg, 0,042 mmol) y Na-
ascorbato (21 mg, 0,1 mmol). Se calenté la mezcla de reaccion a reflujo durante 3 h bajo Nz, se enfrié hasta t.a. y se
repartié entre EtOAc (25 ml) y agua (25 ml). Se volvié a extraer la fase acuosa con EtOAc (2 x 30 ml) y se secaron
las fases organicas combinadas y se evaporaron hasta sequedad a presién reducida. La recristalizacion de MeOH
dio el producto 8b como un sélido metalico rojo (99 mg, 68%), p.f. 194-200°C. 'H RMN (300 MHz, MeOD): § 8,16-
8,12 (m, 8H), 7,9 (s a, 1H) 7,47-7,38 (m, 6H), 7,35 (s, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,17 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,93 (d, J = 8,2 Hz,
2H), 5,30 (s, 2H), 4,43 (t, 7 Hz, 2H), 2,47 (s a, 1H), 2,30 (m, 2H), 2,17 (m, 2H). '3C RMN (125 MHz, THF-d8): §
172,7, 161,0, 160,9, 159,0, 157,0, 145,4, 144,7, 142,8, 141,9, 132,8, 132,6, 132,2 (t, J = 5 Hz), 131,5 (t, J = 5 Hz),
129,1, 129,0, 128,8, 128,6, 128,2, 128,2, 124,5, 122,6, 118,9, 118,2, 115,4, 114,5, 62,1, 48,8, 29,8, 25,5. IR (disco
de KBr): 3404, 3055, 1725, 1593 cm™'. ES-MS: m/z695,6 [M-H]. HRMS [M + Na]*: 719,2382, C39H31BF2NsOsNa
requiere 719,2366.

Ester t-butilico del &cido {2-[4-(4-{5-[5-(4-Hidroxifenil)-3-fenil-1H-pirrol-2-ilimino]-4-fenil-5H-pirrol-2-il}-fenoximetil)-
[1,2,3]triazol-1-il]etil}carbamico (8c).

Se traté una disolucion de 2 (0,33 g, 0,59 mmol) y éster t-butilico del acido (2-azidoetil)carbdmico (0,19 g,
1,47 mmol) en THF:H20 (40 ml, 3:1) con una disolucién de THF:H20 (20 ml, 3:1) de Cu(0) (37 mg, 0,59 mmol),
CuS04,5H20 (18 mg, 0,18 mmol) y Na-ascorbato (58 mg, 0,3 mmol) a t.a. bajo N2. Se calenté la mezcla de reaccién
a reflujo durante 3 h, se enfridé y se repartié entre EtOAc (30 ml) y agua (30 ml). Se seco la fase organica y se
evaporé hasta sequedad. La cromatografia en columna sobre gel de silice que se eluye con acetona : EtOAc (1:1)
dio el producto 8c como un sdlido verde oscuro. (73,4 mg, 88 %, p.f. 128-130°C).

"H RMN (600 MHz, acetona-d6): & 8,22-8,20 (m, 8H), 8,19 (s a, 1H), 7,54-7,45 (m, 7H), 7,42 (s, 1H), 7,22 (d, J = 8,8
Hz, 2H), 7,02 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,20 (s a, 1H), 5,32 (s, 2H), 4,56 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,60 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 1,40 (s,
9H), (OH no observado). '*C RMN (125 MHz, THF-d8): § 161,0, 160,8, 159,0, 157,3, 145,3, 144,7, 1431, 142,2,
132,5, 132,3 (t, J = 5 Hz), 131,7 (t, J = 5 Hz), 129,3, 129,4, 129,3, 129,2, 129,1, 128,6, 128,5, 124,4, 122,7, 119,5,
118,8, 115,7, 114,9, 49,5, 40,4, 31,7, 27,6. IR (disco de KBr): 3054, 1661, 1601 cm™'. ES-MS: m/z [752,5] [M-H].
HRMS [M + H]*: 754,3160, Cs2H39BF2N7O4 requiere 754,3125.

Con referencia a la figura 5, se observé que los espectros de UV-Vis / fluorescencia de 8a-c en metanol mostraron
de manera conveniente poca diferencia entre si o entre el derivado de alquino 2 lo que demuestra que la reaccion de
cicloadicion tuvo un efecto despreciable sobre estas caracteristicas espectrales. Como ejemplo representativo
(figuras 9 - 11), la naturaleza sensible al pH del derivado conjugado de galactosa 8a se examiné y mostro tener
respuestas de estado excitado y base similares a las de 2 con pKa de 6,9. El analisis de la intensidad de
fluorescencia de 8a a cinco valores de pH diferentes ilustr6 cémo se logré un sesgo significativo hacia mayor
intensidad de fluorescencia a regiones de pH fisioldgico bajo. Por ejemplo, la comparacion de la diferencia de
intensidad de fluorescencia medida desde pH 6,1 hasta 7,2 fue mas de 2 veces y la diferencia entre 6,6 y 8 fue de 6
veces (figura 6).

Se logré demostracion de la internalizacion celular de 8a mediante incubacién con células MDA-MB-231 durante 1 h
seguida por cotinciéon nuclear azul con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). La obtencién de iméagenes a color dual con
microscopia de barrido laser confocal mostré una emision en el rojo diferenciada de 8a ubicada en el citosol (figura
8). Pudo lograrse activacion/desactivacion reversible ilustrativa de 8a intracelular tratando una poblacion de células
con tincion dual con tampdn carbonato acuoso de pH 8,0 o tampdn acido de pH 6,6 (figura 7), y tal como se ilustra a
continuacion.

Ph
\r \\K\
" NN N<
\
N /
o \
O O
Flu: desactivacion activacion g OH
pH: 80 6.5 NN o P
HO
8a
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La obtencion de imagenes de la misma poblacion celular tras adicion de tampoén basico mostrd extincion casi
completa de la emision en el rojo de 8a con la emision de DAPI nuclear azul todavia claramente visible. En contraste
tras la adicion de tampén pH 6,6 a las células, la emisién de 8a se volvid a establecer. La diferencia en la
fluorescencia en el rojo de células enteras promediadas tomadas de células extracelulares a células integradas fue
seis veces mayor (figura 7).

En resumen, se ha demostrado una sintesis eficaz y caracteristicas fotofisicas de una nueva plataforma de
fluorocromo sensible al pH con emisién a 730 nm.

Ejemplo 3(A): compuestos 9, 10, 11a y 11b: compuestos que comprenden un grupo de solubilizacién en agua y un
grupo de conjugacion

En este ejemplo, se presentan la sintesis y las propiedades espectrales de los primeros fluorocromos basandose en
el soporte de fluoréforo de la técnica anterior 1, y que pueden realizar conjugaciones de amina. La estrategia era
explotar el compuesto 6 como punto de partida de sintesis clave para producir compuestos de férmula (1),
especificamente de formula (I1A).

Se us6é manipulacién de sintesis por medio de alquilacion de anillos fendlicos por alquilacion de oxigeno para
introducir un grupo de solubilizacién en agua en un anillo del compuesto 6 y un grupo de conjugacion en el otro, tal
como se indica a continuacion. Se apreciara que las posiciones del grupo de solubilizaciéon en agua y grupo de
conjugacion pueden invertirse.

Ph

HO OH
unién del

unién del grupo de

solubilizacién en agua grupo de conjugacion

6

Para este ejemplo, el enfoque era impartir solubilidad acuosa parcial al fluoréforo introduciendo un poliéter en un
anillo de fenol. Se anticipd que un Unico poliéter solo no seria suficiente para impartir una solubilidad completa en
agua, pero tal vez seria suficiente para facilitar la reaccién de conjugacion. Mientras que otros grupos solubilizados
cargados estan actualmente bajo investigacion, este enfoque ofrece el potencial de producir un fluorocromo neutro
con carga global que puede limitar las complicaciones de las interacciones de carga no covalente del fluoréforo y la
biomolécula conjugada. El otro anillo de fenol estaria sustituido con una unidad espaciadora y un grupo éster
activado conjugable. Se investigaron dos ésteres activados diferentes, N-hidroxisuccinimida y una sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida sulfonada, esta ultima proporcioné una mayor solubilidad acuosa sin introducir carga
directamente en el fluoréforo.

Se logré el desafio de sintesis de funcionalizar los fenoles equivalentes de 6 con sustituyentes diferentes utilizando
acoplamiento de Mitsunobu simultaneo de 6 con dos alcoholes diferentes. Se encontré que en lugar de hacer
reaccionar los fenoles en etapas sucesivas, se optimizaron las condiciones para lograr esto en una Unica operacion.
Con referencia al esquema 3, se logré desimetrizacion de 6 en una etapa mediante condensacion con los dos
alcoholes diferentes, el poliéter trietilenglicol-monometil éter, y etanolamina protegida con N-Boc en condiciones de
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acoplamiento convencionales. Esto dio una mezcla de un bis-poliéter, una amina bis-N-Boc y el producto deseado
mono-poliéter, producto sustituido con mono-amina 9 (esquema 3).

Esquema 3. Sintesis de flurocromos. Reactivos y condiciones: (i) trietilenglicol-monometil éter, etanolamina N-Boc,

PPhs, DIAD, THF, t.a., 16 h, 39%. (ii) TFA, EDCI, DMAP (cat.), CH2Clz, t.a., 16 h, 99%. (v) sal sddica de N-
hidroxisulfosuccinimida, EDCI, DMAP (cat.), DMSO, t.a., 16 h.

NHBoc

O, /
L ©
1la :R=H
o R o

11b : R=S0;

Se logré separacion cromatografica de 9 a partir de productos de acoplamiento simétricos no deseados debido a las
grandes diferencias en factores de retencion sobre silice. Este enfoque demostrd ser superior a una introduccién
gradual de sustituyentes fendlicos debido a peores conversiones globales y purificaciones mas dificiles. La
introduccion de una unidad espaciadora de cuatro carbonos se logré6 mediante la desproteccion de Boc de 9 con
TFA en CH2Cl2 y reaccién posterior con reaccioén con anhidrido de acido succinico produciendo el acido carboxilico
10. Después, 10 se transformé en el éster activado 11a o 11b por acoplamiento con N-hidroxisuccinimida o N-
hidroxisulfosuccinimida respectivamente (esquema 3). El fluorocromo 11a era un sélido estable en la mesa de
laboratorio y debido a la mayor reactividad de 11b se us6 directamente tras la generacion.

Detalles adicionales de los productos 9, 10, 11ay 11b y sintesis de los mismos se proporcionan a continuacion.

Sintesis de 9. Se disolvieron el compuesto 6 (630 mg, 1,2 mmol), trietilenglicol-monometil éter (294 uL, 1,8 mmol), N-
Boc etanolamina (285 uL, 1,8 mmol) y PPhs (1,257 g, 4 mmol) en THF seco (100 ml). Se afiadié lentamente (20 min)
DIAD (969 pL, 4 mmol) en THF seco (5 ml) a la disolucidn y se agitd la mezcla de reaccion a t.a. durante 16 h. Se
elimind el disolvente a presion reducida y se sometié a cromatografia el residuo verde oscuro (silice, gradiente de
AcOEt/ciclohexano de 1:1, a 4:1). Se aisl6 la fraccién verde del centro (Rf = 0,35, silice, AcOEt/ciclohexano, 4:1), se
evapord y se volviéo a someter a cromatografia (silice, ACOEt/CH2Clz, 1:4) para dar 9 (380 mg, 39%) como un sélido
verde oscuro. p.f. =51 - 53°C. 84 (500 MHz, CDCls): 1,47 (s, 9H), 3,38 (s, 3H), 3,54 - 3,58 (m, 4H), 3,67 (t, J = 4,6
Hz, 2H), 3,70 (t, J = 4,6 Hz, 2H), 3,76 (t, J = 4,6 Hz, 2H), 3,90 (t, J = 4,6 Hz, 2H), 4,11 (t, J = 4,6 Hz, 2H), 4,22 (t, J =
4,6 Hz, 2H), 4,99 (s a s, 1H), 6,97 - 7,06 (m, 6H), 7,39 - 7,48 (m, 6H), 8,04 - 8,10 (m, 8H). &¢c(125 MHz, CDCls): &
161,2, 160,8, 158,3, 157,8, 155,8, 145,4, 143,2, 132,4, 131,6, 129,2, 128,5, 124,5, 124,2, 118,7, 118,5, 114,8, 114,6,
79,6, 71,9, 70,9, 70,7, 70,6, 69,6, 67,6, 67,3, 59,0, 40,0, 28,4. HRMS (ESI) calculado para CssH49N4sO7NaBF2 [M +
Na*]*: 841,3560, encontrado 841,3571. IR (disco de KBr) cm™: 1504, 1603, 1710. Aaps (CHCI3, £ x 10-%) 689 (87,1),
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450 (17,3), 367 (11,9), 318 (26,0) nm. Aemis (CHCIz): 717 nm, 8 0,36 (1 usado como patrén ¢ = 0,36).

Sintesis de 10. Se disolvio el compuesto 9 (164 mg, 200 umol) en CH2Cl2 (10 ml), se afiadié lentamente TFA (1 ml) y
se agité la mezcla de reaccion a t.a. durante 2 h. Se afiadi6 NaHCO3 acuoso saturado y se extrajo la suspension
resultante con CH2Cl2 (2x30 ml) Se lavaron las fases organicas combinadas con agua, se secaron sobre NazSOs y
se evaporaron hasta sequedad. Se disolvi6 el residuo verde resultante en THF seco (10 ml), se traté con anhidrido
succinico (24 mg, 240 umol) y DIPEA (70 uL, 400 mmol) y se agité a t.a. durante 3 h. Se eliminé el disolvente a
presion reducida y el residuo se sometié a cromatografia (silice, MeOH/CH2Clz, 2:8) para dar 10 (93 mg, 57%) como
un solido verde oscuro. p.f. = 72 - 74°C. dn (500 MHz, CDCls): 2,45 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,65 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,36
(s, 3H), 3,52 - 3,55 (m, 2H), 3,56 - 3,61 (m, 2H), 3,62 - 3,68 (m, 4H), 3,70 - 3,74 (m, 2H), 3,85 (t, J = 4,7 Hz, 2H), 4,01
(t, J=4,7 Hz, 2H), 4,16 (t, J = 4,7 Hz, 2H), 6,45 (s, 1H), 6,87 - 7,01 (m, 6H), 7,34 - 7,44 (m, 6H), 7,92 - 8,08 (m, 8H).
8c(100 MHz, CDCls): 26,9, 58,9, 66,5 (a), 67,5, 69,4, 70,4, 70,5, 70,7, 71,8, 114,5, 114,7, 118,4, 118,6, 124,1, 124,2,
128,3, 128,4, 129,0, 129,14, 129,17, 131,5 (a), 131,6 (a), 132,1, 132,4, 142,56, 142,59, 142,7, 145,0, 145,2, 157,5,
157,8, 160,7, 161,0. HRMS (ESI) calculado para CasHasN4OsNaBF2 [M + Na*]*: 841,3196, encontrado 841,3215. IR
(disco de KBr) cm™: 1509, 1602, 1655. Aabs (CHCl3) 689 nm. Aemis (CHCl3): 717 nm.

Sintesis de 11a. Se disolvieron el compuesto 10 (27 mg, 33 umol), N-hidroxisuccinimida (5,2 mg, 45 umol) y DMAP
(cat.) en DCM seco (5 ml). Se afadio 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (8,8 mg, 45 umol) a 0°C y
se agité la mezcla resultante a t.a. durante 16 h. Se lavé la fase organica con HCI (1 M, 1 ml), agua (2 ml) y se seco
sobre Naz2SOs4. Se elimino el disolvente a presion reducida para dar 11a (28 mg, 99%) como un soélido verde oscuro.
8H(500 MHz, CDCls): 2,54 (t, J = 7 Hz, 2H), 2,57 (s, 4H), 2,91 (t, J = 7 Hz, 2H), 3,30 (s, 3H), 3,46 - 3,49 (m, 2H), 3,56
- 3,64 (m, 6H), 3,65 - 3,69 (m, 2H), 3,81 (t, J = 5 Hz, 2H), 4,01 (t, J = 5 Hz, 2H), 4,13 (t, J = 5 Hz, 2H), 6,18 (t, J = 5,6
Hz, 1H), 6,87 - 6,97 (m, 6H), 7,31 - 7,39 (m, 6H), 7,95 - 8,00 (m, 8H). HRMS (ESI) calculado para CasH4sBF2N5010Na
[M + Na*]*: 938,3360, encontrado 938,3886. IR (disco de KBr) cm™': 1603, 3054.

Sintesis de 11b. Se disolvieron el compuesto 10 (6 mg, 6,11 umol), sal sédica de N-hidroxisulfosuccinimida (1,4 mg,
6,4 umol), clorhidrato de 1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil)carbodiimida (1,2 mg, 6,2 umol) y DMAP (cat.) en DMSO seco
(200 ul), se agitaron a t.a. durante 16 h, bajo nitrdgeno. Monitorizaciéon de la reaccién por HPLC de fase inversa
(columna C-18 que se eluye con acetonitrilo-agua 7:3), consumo completo del material de partida. Se usé la
disolucién directamente para experimentos de conjugacion.

Los andlisis espectroscépicos de 9 y 10 como elementos estructurales de constituyentes representativos de las
sondas fluorescentes mostraron muy poca variacién en sus propiedades con maximos de absorbancia a 688 y
691 nm respectivamente y maximos de fluorescencia a 714 nm para ambos (tabla 4, figura 12). Ambos tuvieron un
coeficiente de extincidon en exceso de 80.000 y buenos rendimientos cuanticos de fluorescencia (tabla 4).

Tabla 4
Propiedades espectroscopicas?
Entrada Comp. Amaxabs nmP g M'em-” Amaxemis nmede of
1 9 688 95000 714 0,23
2 10 691 85500 714 0,20
3 12 691 74500 714 0,22

3En etanol. °Conc 5 x 108 M. °Conc 5 x 107 M.
dExcitacion a 640 nm. *Anchuras de ranura 5 nm. 1 usado como patron.52

Sus caracteristicas espectrales también eran relativamente insensibles a la polaridad del disolvente (figura 13).

Ejemplo 3(B): Conjugados de colorante a partir de los compuestos 11ay 11b

Ejemplo 3(B)(I): Los ésteres de succinimida activados reaccionan normalmente con el grupo a-amino de extremo N-
terminal y la amina de aminoacidos de constituyentes de lisina. Con referencia al esquema 3(A), y tal como se
describe ademas a continuacion, el acoplamiento ilustrativo de 11a en disoluciones organicas y 11b en disoluciones
acuosas con N.-Boc-L-lisina dio rdpidamente derivado de aminoacido sustituido 12 con buenos rendimientos tanto
en disoluciones organicas como acuosas.

Esquema 3(A). Acoplamiento con lisina protegida con Boc. Reactivos y condiciones: (i) Ns-Boc-L-lisina, DIPEA,
CHsCN, t.a., 0,5 h. (ii) N.-Boc-L-lisina, agua tamponada con NaHCOs a pH 8,3, t.a., 5 min.
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Conjugacion con Ne-Boc-L-lisina, sintesis de compuesto 12

Con referencia al esquema 3(A), a partir de 11a: se suspendieron éster activado 11a (11 mg, 12 umol), Boc-lisina (6
mg, 24 pmol) y DIEA (6,4 ul, 36 umol) en acetonitrilo seco (5 ml) y se agitaron durante 2 h bajo atmdsfera de
nitrégeno. Se eliminé el disolvente y el residuo se sometié a cromatografia (silice, CH2Cl2/MeOH, 9:1 luego 8:2, 7:3)
dando 12 (2 mg, 16%) como sdlido verde.

A partir de 11b: se activd acido carboxilico 10 (5 mg) segun el procedimiento descrito para 11b. Se anadi6 la
disolucién resultante a disolucion de Boc-lisina (15 mg, 30,5 umol) en NaHCOs3 0,1 M (1 ml, pH = 8,3). Después de
15 min, se acidificd la mezcla resultante con HCI 2 N y se extrajo con AcOEt. La cromatografia posterior (silice,
CH2Cl2/MeOH, 7:3) dio 12 como solido verde (4 mg, 63%). '"H RMN (500 MHz, CDCls) 1,26-1,46 (m a, 4H), 1,39 (s,
9H), 1,55 - 1,65 (m a, 2H), 1,70 - 1,80 (m a, 2H), 2,25 - 240 (m a, 2H), 2,46 - 2,54 (m a, 2H), 3,12-3,18 (m a, 2H),
3,34 (s, 3H), 3,52 - 3,55 (m, 2H), 3,50 - 3,53 (m, 2H), 3,60 - 3,66 (m, 4H), 3,68 - 3,71 (m, 2H), 3,82 (t a, 2H), 3,95 -
4,02 (m a, 3H), 4,10 - 4,16 (m a, 2H), 5,83 (s, 1H), 6,83 - 6,97 (m, 6H), 7,05 (s a, 1H), 7,22 (s a, 1H), 7,29 - 7,40 (m,
6H), 7,90 - 8,05 (m, 8H). '*C RMN (100 MHz, CDCls) &: 173,2, 172,8, 161,1, 160,8, 157,8, 156,1, 145,2, 1451,
142,9, 118,6, 114,7, 114,6, 71,8, 70,8, 70,5, 70,4, 69,5, 67,5, 66,6, 59,0, 28,5. HRMS (ESI) encontrado: 1069,5371,
masa exacta calculada: 1069,4670 (CssHesBF2NsO11Na*). IR (disco de KBr) cm': 740, 1265, 1475, 1506, 1603,
1657, 3055.

Las propiedades espectroscopicas de 12 difirieron muy poco de 10 (tabla 4, figura 12).

Ejemplo 3(b)(ii): A continuacién se examind la conjugacion de 11a y b con la proteina lisosima de 14,4 kDa. Se
escogid lisosima como sustrato ya que tiene seis residuos de lisina potencialmente reactivos ademas de la amina N-
terminal. Se llevé a cabo la conjugacion de lisosima con cinco equivalentes de 11a en mezclas de agua / DMSO 1:1
y agua / THF 4:1 y se acoplé 11b en agua tamponada con NaHCOs a pH 8,3, tal como se describe a continuacion
(para 11b).

Conjugacioén de 11b con lisozima

1 eq: se disolvid lisozima (18 mg, 1,2 umol) en NaHCOs3 0,1 M (1,8 ml, pH = 8,3). Se afiadié disolucién de colorante
(40 pl), que da como resultado la formacién de un precipitado verde. Tras 1 h de incubacion en la oscuridad, se
centrifugd el precipitado y se eliminé el sobrenadante. Se afiadid agua destilada (400 pl), se agitd en vortex la
suspension resultante y se centrifugd de nuevo. Se lavo el precipitado de esa manera 2 veces adicionales y se us6
para el analisis sin ninguna purificacién adicional.

5 eq: se disolvio lisozima (18 mg, 1,2 umol) en NaHCOs 0,1 M (1,8 ml, pH = 8,3). Se afiadié disolucién de colorante
(200 wl), que da como resultado la formacion de un precipitado verde. Tras 1 h de incubacién en la oscuridad, se
lavé el precipitado tal como se describié para el acoplamiento con 1 eq del colorante.

10 eq: se disolvid lisozima (3,6 mg, 0,25 pmol) en NaHCO3 0,1 M (1 ml, pH = 8,3). Se afiadié disolucion de colorante
(80 pl), que da como resultado la formacién de un precipitado verde. Tras 1 h de incubacion en la oscuridad, se
purificé el precipitado tal como se describié anteriormente.

20 eq: se disolvio lisozima (3,6 mg, 0,25 umol) en NaHCOs3 0,1 M (1 ml, pH = 8,3). Se afadié disolucion de colorante
(160 ul), que da como resultado la formacién de un precipitado verde. Tras 1 h de incubacién en la oscuridad, se
purifico el precipitado tal como se describié anteriormente.

Se logr6 de manera eficaz acoplamiento en todos los casos y se confirmé mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF y analisis de HPLC (figuras 14, 15, 16 y 17). Para los datos de MALDI-TOF, la preparacion de muestra
fue tal como sigue: se disolvieron conjugados de lisozima directamente en una disoluciéon de matriz (disolucion
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saturada de acido sinapico en mezcla de acetonitrilo/agua 1:1 que contiene TFA al 0,1%).

De manera alentadora, el analisis MALDI de los conjugados identificd una distribucion de conjugados de mono a
penta de tanto 11a como 11b lo que ilustra la naturaleza altamente reactiva de los fluorocromos. Como podria
esperarse, el acoplamiento de 11b era superior al de 11a, siendo los triconjugados los mas abundantes, con cada
conjugado separado por una masa aproximada de 800 amu (figura 19). Esta alta carga alcanzable ilustra la
efectividad de la reaccion de acoplamiento. El uso de mayores razones de fluorocromo 11b (20 equiv.) con respecto
a proteina aumento los niveles de carga, siendo los conjugados de tetra a hexa los mas abundantes.

Se llevd a cabo un acoplamiento confirmatorio adicional de 11b con la proteina tripsina de 23,3 kDa en PBS a pH
7.5, tal como se describe a continuacion.

Conjugacioén de 11b con tripsina

Se diluyd 1 ml de disolucion de tripsina-EDTA 10X (que contiene tripsina al 0,5%, EDTA al 0,2%, sin rojo de fenol, en
disolucién salina) con PBS (1 ml, pH = 7,0) y se ajusto el pH a 7,5. Se afadi6é disolucion de colorante (35 pl)
lentamente y se incubd la proteina durante 1 h en la oscuridad. Se cargé la disolucion resultante en una columna
BIO-GEL (P-2, 1 cm de diametro, 15 cm de largo, eluida con agua destilada) dando disolucién de proteina desalada,
que se uso directamente para el analisis.

Este acoplamiento de 11b con la proteina tripsina de 23,3 kDa en PBS a pH 7,5 dio una distribucién de enzima mono
y difuncionalizada (figura 18). Para los datos de MALDI-TOF, la preparacion de muestra fue tal como sigue: se
diluyeron fracciones obtenidas tras filtracion BIO-GEL con disolucién de matriz (disolucion saturada de acido
sinapico en mezcla de acetonitrilo/agua 1:1 que contiene TFA al 0,1%).

El analisis espectral de los conjugados de lisosima y tripsina muestra que se conservan las caracteristicas
espectrales atractivas de este cromoforo tales como absorciéon y bandas de emisién nitidas (figura 20). De manera
importante, los maximos de emisién de ambos estaban por encima de 720 nm.

En resumen, en el ejemplo 3, se ha descrito una breve sintesis de un nuevo fluorocromo en el NIR, y se ha ilustrado
su potencial para conjugaciones de amina eficaces con aminoacidos y proteinas.

Ejemplo 4: Compuestos que comprenden dos grupos de solubilizacidon en agua o dos grupos de conjugacion

En este ejemplo se preparan tetraarilazadipirrometanos quelados con BF2 solubles en agua, y se demuestran sus
propiedades espectroscopicas y administracion in vitro. Se ha notificado previamente que la inclusién de un grupo
para-alcoxilo donador de electrones en los anillos de arilo o al nitrégeno de pirrol, el compuesto de la técnica anterior
da como resultado un desplazamiento batocrémico de emision significativo de ~ 40 nm cuando se compara con el
derivado no sustituido. Como tal, este patrén de sustitucion se incluyd en el nucleo estructural de los sensibilizadores
con acido carboxilico adicional, acido sulfénico y grupos funcionales de sal de amonio introducidos para proporcionar
solubilidad acuosa.

La sintesis de acido bis-carboxilico y derivados de &cido bis-sulfénico, 16 y 17 respectivamente, que son ambos
compuestos de formula (l), especificamente de férmula (IA), tuvo un punto de inicio comun del azadipirrometeno
sustituido con bis-fenol 13, que es facilmente accesible a partir de 1-(4-hidroxifenil)-3-fenilpropenona en dos etapas
de sintesis. Con referencia al esquema 4, la alquilacién de ambos fenoles de 13 con bromoacetato de metilo dio el
diéster correspondiente 14 con altos rendimientos, tras purificacion mediante cromatografia en gel de silice
(esquema 4).

La saponificacion de 15 con trimetilsilanolato de potasio (TMSOK) en THF a temperatura ambiente dio el derivado de
acido bis-carboxilico 16. Se apreciara, sin embargo, que 16 puede sintetizarse alternativamente a partir del
compuesto 6. Las condiciones optimizadas para el analogo de &cido bis-sulfénico requerian quelacion con BF2 de 3
para generar 6 y una reaccion posterior con propano-1,3-sultona en presencia de K2CO3 dando 17, con rendimiento
moderado, como un polvo verde oscuro tras purificacion cromatografica.

Esquema 4. Sintesis de derivados sustituidos bis-aniénicos. Reactivos y condiciones: (i) bromoacetato de metilo,

K2COs, acetona, reflujo, 16 h, 89%. (ii) BF3.OEt2, DIEA, CH2Clz, t.a., 24 h, 73%. (iii) TMSOK, THF, t.a., 3 h, 34%. (iv)
BF3.0OEt2, t.a., 16 h, 78%. (v) propano-1,3-sultona, K2COs, acetona, reflujo, 6 h, 41%.
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Detalles adicionales de los productos 14, 15, 16 y 17 y sintesis de los mismos se proporcionan a continuacion.
Compuesto 14:

Se colocaron el compuesto 13 (481 mg, 1 mmol), bromoacetato de metilo (368 pl, 4 mmol), Nal (300 mg, 2 mmol) y
K2CO3 (550 mg, 4 mmol) en un matraz de fondo redondo. Se le afiadié acetona (100 ml) y se calentd la mezcla de
reaccion a reflujo durante 16 h. Se eliminé el disolvente, se disolvié el residuo en CH2Cl2, se lavo con agua, se seco
sobre Na2SO4 y se evaporé hasta sequedad. La cristalizaciéon a partir de acetato de etilo / ciclohexano dio 14 como
un solido oscuro (554 mg, 89%), p.f. 194-196°C. 6x (500 MHz, CDCIs): 8,03 (d, J = 7,4, 4H), 7,85 (d, J = 8,3, 4H),
740 (t, J=7,4,4H),7,34 (t, J=7,1,2H), 7,09 (s, 2H), 7,03 (d, J = 8,3, 4H), 4,72 (s, 4H), 3,85 (s, 6H). 5c (100 MHz,
CDCls): 169,0, 159,3, 154,1, 149,4, 1423, 133,8, 129,0, 128,20, 128,15, 127,9, 126,1, 115,3, 114,4, 65,3, 52,4.
HRMS (ESI) calculado para CzsH32N3Oe [M + H*]*: 626,2291, encontrado 626,2304. IR (disco de KBr) cm™: 1767,
3055 cm™.

Compuesto 15:

Se disolvié el compuesto 14 (275 mg, 0,44 mmol) en CH2Cl2 seco (80 ml), se le afadio DIEA (0,8 ml, 4,6 mmol)
seguido por BF3-OEt2 (1 ml, 8,12 mmol) y se agit6 la mezcla de reaccion a t.a. durante 24 h bajo atmodsfera de Ne.
Se lavo la mezcla de reaccion dos veces con agua, se separod la fase organica, se secé y se evapord. Se purificod el
residuo mediante cromatografia en columna con gel de silice (eluyente, CH2Cl2/AcOEt 95:5) dando 15 como un
sélido rojo (215 mg, 73%), p.f. 206-208°C. &+ (500 MHz, CDCls): 8,04 - 8,09 (m, 8H), 7,54 - 7,36 (m, 6H), 7,07 - 6,94
(m, 6H), 4,71 (s, 4H), 3,84 (s, 6H). 6¢c (100 MHz, CDCls): 168,9, 160,0, 158,1, 145,4, 143,5, 132,4, 131,7, 129,33,
129,30, 128,6, 125,2, 118,7, 114,9, 65,2, 52,4. HRMS (ESI) calculado para CssH31BN3OsF2 [M + H*]": 674,2274,
encontrado 674,2277. IR (disco de KBr): 1602, 1732, 1763 cm™.

Compuesto 16:

Se agitaron el compuesto 15 (248 mg, 400 mmol) y trimetilsilanolato de potasio (600 mg, 4,8 mol) en THF seco
durante 3 h. Se le afadié HCI 2 N (12,5 ml), se eliminé THF a presién reducida y se extrajo la mezcla resultante con
el 25% de isopropanol en CH2Cl2. Se lavo la fase organica con agua, se secd y se evapor6. Una RP-HPLC
preparativa posterior (C-18; acetonitrilo-agua, 90:10; tiempo de retencién: 8 min) dio 16 como un polvo oscuro (86
mg, 34%), p.f. 214-216°C. 51 (500 mHz, acetona-d6): 8,04 - 8,09 (m, 8H), 7,54 - 7,36 (m, 6H), 7,07 - 6,94 (m, 6H),
4,71 (s, 4H), 3,84 (s, 6H). '*C RMN (100 mHz, acetona-ds): 168,9, 160,71, 158,2, 145,2, 143,0, 132,4, 131,8, 1294,
129,3, 128,6, 124,5, 119,4, 114,8, 64,5. HRMS (ESI) calculado para C3sH25BN3OeF2 [M - H*]*: 644,1804, encontrado
644,1824. IR (disco de KBr): 1023, 1035, 1266, 1472, 1503, 1604 cm"".
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Compuesto 17:

Se calentaron el compuesto 16 (168 mg, 320 mmol), propano-1,3-sultona (97 mg, 800 mmol) y K2COs3 (110 mg,
800 mmol) a reflujo en acetona (60 ml) durante 6 h, bajo atmésfera de N2. Se filtr6 el precipitado resultante, se lavé
con acetona y metanol frio. La RP-HPLC preparativa (C-18; acetonitrilo-agua, 60:40; tiempo de retencion: 3 min) dio
16 (102 mg, 41%) como un sdlido verde p.f. > 300°C. Para el analisis de RMN, se transformé el compuesto en sal de
tetrabutilamonio mediante extraccion de disolucién acuosa de 17 con CHCIs en presencia de cloruro de
tetrabutilamonio. Se lavé la fase organica con agua dos veces, se seco y se evapord. 4 de 17-(NBus)2 (500 MHz,
CDCls): 8,11 - 8,00 (m, 8H), 7,51 - 7,35 (m, 6H), 7,04 (s, 2H), 6,99 (d, J = 9,0, 4H), 4,25 (t, J = 6,4, 4H), 3,32 - 3,17
(m, 16H), 2,98 (t, J = 7,3, 4H), 2,42 - 2,28 (m, 4H), 1,61 (dt, J = 12,0, 7,8, 16H), 1,51 - 1,31 (m, 16H), 0,98 (t, J = 7,3,
24H). 8¢ (100 MHz, CDCls): 161,7, 158,0, 145,2, 142,9, 132,5, 131,6, 129,21, 129,18, 128,5, 123,7, 118,6, 114,8,
67,4, 58,7, 48,2, 25,6, 23,9, 19,7, 13,7. HRMS (ESI) calculado para CassH33sBN3OsF2S2 [M - H*]: 772,1770,
encontrado 772,1757. IR (disco de KBr) cm: 1468, 1505, 1603 cm™.

El enfoque de sintesis adoptado para el derivado bis-catiénico se sefiala en el esquema 5.

Esquema 5. Sintesis de derivado sustituido bis-catiénico. Reactivos y condiciones: (i) NH4OAc, EtOH, reflujo, 48 h,
36%. (ii) BFs.OEtz, DIEA, CH2Clz, t.a., 24 h, 72%. (iii) Mel, CH2Clz, t.a., 24 h, 80%,
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El calentamiento de la 1,3-diaril-4-nitrobutan-1-ona 18 con acetato de amonio dio el azadipirrometeno 19, y posterior
quelaciéon con BF2 en condiciones convencionales generd 20 con un rendimiento del 72%. La reaccion de 20 con
yoduro de metilo a temperatura ambiente en diclorometano demostr6 ser un medio eficaz para garantizar la
alquilacion completa con 21 purificado obtenido tras la recristalizacion de CH2Cl2/dietil éter.

Detalles adicionales de los productos 19, 20 y 21 y sintesis de los mismos se proporcionan a continuacion
Compuesto 19:

Se calentaron 3-(4-dietilaminometilfenil)-1-(4-metoxifenil)-4-nitrobutan-1-ona 18 (7,88 g, 20,5 mmol), acetato de
amonio (55,22 g, 0,72 mol) y etanol (200 ml) a reflujo durante 48 h. Se permitié que la reaccién se enfriara hasta
temperatura ambiente, se eliminé el disolvente y se repartié el residuo entre CH2Cl2 (200 ml) y H20 (150 ml). Se
basifico la fase acuosa con NaOH 1 M y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 100 ml). Se combinaron las fracciones organicas
y se evaporé el disolvente. La cromatografia en columna sobre alimina con CH2Clz/acetato de etilo (7:1) como
eluyente dio 19 como un soélido metalico rojo (2,50 g, 36%), p.f. 172-173°C. 1 (300 MHz, CDCls): 8,01 (d, J = 8,2 Hz,
4H), 7,87 (d, J = 8,8 Hz, 4H), 7,38 (d, J = 8,2 Hz, 4H), 7,10 (s, 2H), 7,03 (d, J = 8,8 Hz, 4H), 3,90 (s, 6H), 3,64 (s,
4H), 2,58 (q, J = 7,2 Hz, 8H), 1,10 (t, J = 7,2 Hz, 12H), NH no observado. ¢ (100 MHz, CDCls): 161,4, 154,4, 149,6,
142,3, 139,8, 132,7, 129,2, 129,0, 128,3, 125,3, 114,8, 114,1, 57,7, 55,7, 47,0, 12,1. ES-MS: m/z 680 [M+H']".
HRMS (ESI) calculado para Cs4Hso0NsO2 [M + H*]*: 680,3965, encontrado 680,3967. IR (disco de KBr): 3455, 3421,
1606 cm™.

Compuesto 20:
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Se disolvié el compuesto 19 (0,45 g, 0,66 mmol) en CH2Cl2 seco (80 ml) bajo Nz, se tratd con diisopropiletilamina
(0,86 g, 6,6 mmol) y BF3.Et20 (1,32 g, 9,3 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 24 h. Se lavo la
disoluciéon verde resultante con agua (3 x 50 ml), se sec6 sobre Na:SO4 y se evapord hasta sequedad. Se
recristalizé el material en bruto a partir de tolueno o se purificé por columna en alimina eluyendo con CHzClz/acetato
de etilo (8:1) para dar 20 como un sélido rojo metalico (0,35 g, 72%), p.f. 198-200°C. &1 (500 MHz CDCls): 8,09-8,11
(m, 4H), 8,05 (d, J = 8,1 Hz, 4H), 7,46 (d, J = 8,1 Hz, 4H), 7,01-7,04 (m, 6H), 3,90 (s, 6H), 3,68 (s, 4H), 2,61 (q, J =
7,2 Hz, 8H), 1,12 (t, J = 7,2 Hz, 12H). &¢c (125 MHz CDCls): 162,1, 158,3, 145,6, 143,4, 141,6, 131,8, 131,3, 129,3,
129,3, 124,5, 118,5, 114,5, 57,6, 55,7, 47,1, 12,0. ESI-MS: m/z 728 [M+H]*. HRMS calculado para C44H19BF2N502
[M+H]*: 728,3947, encontrado: 728,3936. IR (disco de KBr): 3419, 2966, 1602 cm™'. Amax abs (CHCIz): 691 nm (g =
76,000 | mol* cm™).

Compuesto 21:

Se disolvié el compuesto 20 (300 mg, 0,41 mmol) en CH2Cl2 seco (60 ml), se traté con yoduro de metilo (260 pl,
4,1 mmol) y se agité bajo N2 durante 24 h a t.a. Se elimino el disolvente a presién reducida y la recristalizacion de
CH2Cl2/Et20 (8:1) dio el producto 21 (330 mg, 80%) como un solido verde oscuro p.f. > 300°C. &4 (500 MHz, DMSO-
de): 8,30 (d, J = 8,0 Hz, 4H), 8,20 (d, J = 9,0 Hz, 4H), 7,77 (d, J = 8,0 Hz, 4H), 7,74 (s, 2H), 7,17 (d, J = 9,0 Hz, 4H),
4,62 (s, 4H), 3,90 (s, 6H), 3,43-3,39 (m, 4H), 3,31-3,26 (m, 4H), 2,95 (s, 6H), 1,35 (t, J = 7,0 Hz, 12H). 6¢c (125 MHz,
DMSO-ds): 162,7, 158,1, 145,1, 141,2, 133,8, 132,4, 129,7, 129,4, 123,4, 121,0, 115,0, 63,5, 56,1, 55,8, 46,6, 8,30.
IR (disco de KBr) cm™': 3434, 1603. ES-MS: m/z 884,7 [M-I]*. HRMS (ESI) calculado para C4sHs4BF2IN5O2 [M-I]*
884,3383, encontrado 884,3381.

Las propiedades espectroscopicas de 16, 17 y 21 en disolventes organicos se corresponden muy estrechamente
con aquellas notificadas previamente para esta clase de compuesto. Por ejemplo, en cloroformo, los maximos de
absorcion oscilan entre 681 nm para 16, 694 nm para 17 y 702 nm para 12 con desplazamientos muy pequefios de
estos valores registrados en metanol (tabla 5, figuras 21 y 22).

Tabla 5. Caracteristicas espectroscépicas de 16, 17 y 21.

Entrada Comp.  Amaxabs. [nm]2 Amaxemis. [nm]p-cd of
CHCIz MeOH DMEM PBS/BSA CHCIz MeOH DMEM PBS/BSA

1 16 681 681 694 692 711 715 722 718 0,30

2 17 694¢ 687 694 692 726 716 728 718 0,31

3 21 702 702 709 706 735 732 737 730 0,22

aConc. 1 x 10 M. PConc 5 x 107 M. °Excitacion a 640 nm. 9Anchuras de ranura 5 nm. ¢Como sal de tetra-
butilamonio. f{CHCls.

Cada fluordforo presentd una fuerte emision de fluorescencia con rendimientos cuanticos entre ® = 0,22 - 0,31 y
maximos a 711, 726 y 735 nm para 16, 17 y 21 respectivamente (tabla 5, figuras 21 y 22). La comparacién de los
tres fluoréforos mostré solo pequefios desplazamientos batocromicos para los derivados 16 y 17 cuando se
compararon con 21 (tabla 5).

Se apreciara que cuando se usa 17, los restos COO- pueden usarse como grupos de conjugacion, para unirse a
moléculas pequefias, o0 como grupos de solubilizaciéon en agua, o uno como un grupo de conjugacioén y el otro como
un grupo de solubilizacién en agua, segun el uso preferido.

Como disolucién acuosa bioldgica representativa, se tomaron espectros de 16, 17 y 21 en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) que es un medio cominmente usado para manipulaciones celulares. Cada
fluoréforo mostré un pequefio desplazamiento batocromico en su A max de emision (5 - 12 nm) en comparacion con
disolventes organicos, con bandas de emision que se extienden desde 700 hasta 800 nm (figura 26).

Estas propiedades espectroscépicas se correlacionan perfectamente con los requisitos optimos de instrumentos de
microscopia de barrido laser confocal disponibles comercialmente (CLSM) e instrumentos de obtencidon de imagenes
Opticos de animales pequefos. Se utilizé la captacion celular de disoluciones de DMEM de 16 y 17 para ilustrar su
potencial para obtencién de imagenes in vitro. Se incubaron los compuestos 16 y 17 con células MDA-MB-231
durante 1 hora a una concentracion de 5 uM y se elimind el colorante en exceso lavando con PBS antes de la
visualizacion.

A continuacioén se proporcionan detalles adicionales del procedimiento.

Condiciones de incubacion de bacterias y células MDA-MB-231
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Se sembraron células MDA-MB-231 en un portaobjetos de microscopia con camara de 8 pocillos y se hicieron crecer
durante la noche en medios DMEM a 37°C en presencia de 5% de CO2. Entonces se retiraron los medios y se
anadié 16 y 17 (5 uM), seguido por un periodo de incubacion de 1 hora en la oscuridad. Entonces se lavaron las
células con PBS para eliminar el exceso de compuesto. Antes de la visualizacién, se fijaron células en una
disolucién de formaldehido al 3,7%, se tifieron conjuntamente con DAPI y se montd un cubreobjetos sobre el
portaobjetos de microscopia. De manera similar, se incubaron células E. coli con 21 (4 uM) en la oscuridad durante
10 minutos. Se lavaron las células bacterianas con PBS y se suspendidé una alicuota de esta disoluciéon en un
portaobjetos de microscopia y se permiti6 que se secara. Antes de la obtencién de imagenes, se montd un
cubreobjetos sobre el portaobjetos de microscopia. Se obtuvieron imagenes usando un microscopio de barrido laser
confocal LSM510 META equipado con un objetivo de apertura numérica 1,4 63x. Se excité DAPI a 364 nm y se
detectd con un filtro de paso de banda 385-470 nm, mientras que 16, 17 y 21 se excitaron a 633 nm y se detecto su
fluorescencia a través de un filiro de paso largo a 650 nm.

Las imagenes obtenidas mostraron que 16 y 17 fueron tomados de manera eficaz por las células, después de un
periodo de incubacion relativamente corto, y se obtuvieron imagenes facilmente mediante CSLM (figuras 27a, 27b).
La reconstruccién en 3-D de la distribucion celular determinada por la combinacion de 10 secciones de plano focal y
cotincion nuclear con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mostré que la localizaciéon subcelular de 16 y 17 fue
principalmente en el citoplasma (figura 31).

Se preveia que la naturaleza bis-cationica del sensibilizador 21 seria éptima para captacion en células procariotas
ampliando de ese modo su utilidad. La incubacion de disoluciones acuosas de 21 con tanto células bacterianas
Gram-positivas (Staphylococcus aureus) como Gram-negativas (Escherichia coli) durante sélo 10 minutos fue
suficiente para la captacion celular. La obtencion de imagenes confocal confirmé la union de 21 a tanto células
bacterianas Gram-positivas como Gram-negativas (figuras 28a, 28b). Se muestran imagenes adicionales en las
figuras 29 y 30.

Para establecer las caracteristicas espectrales de estos fluoréforos para posibles aplicaciones de obtencién de
imagenes in vivo, se examinaron sus propiedades en presencia de proteinas séricas. La albumina sérica es la
proteina mas abundante en el plasma sanguineo a concentraciones tipicas de -50 g/l. Puesto que una de sus
funciones principales es actuar como proteina de unién y portadora dentro de la vasculatura, se esperaria que se
produjeran fuertes interacciones entre la misma y los fluoréforos. Esto se conoce para ICG y los efectos
espectroscopicos de plasma sobre ICG se han documentado concienzudamente. Como examen preliminar para
probar si las propiedades espectrales estan afectadas negativamente por tales proteinas, se registraron sus
espectros en disoluciones acuosas de BSA (albumina sérica bovina). Se observaron bandas de absorbancia y de
emision nitidas en cada caso con maximos de emisién a 718 nm para 16 y 17 y 730 nm para 21 en una solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia BSA 4 x 10* M. Estas disoluciones permanecieron estables
durante periodos prolongados expuestas a luz ambiental con menos del 10% de variacion en absorbancia e
intensidad de fluorescencia tras 24 horas (figuras 23, 24, 25 y 32). Conjuntamente, estas propiedades son
indicadores positivos para su uso como fluoréforos en el NIR in vivo.

En resumen, se han sintetizado derivados tetraarilazadipirrometeno quelados con BF: sustituidos aniénicos y
catiénicos, que portan restos de acido sulfénico, acido carboxilico o amina cuaternaria. Estos fluoréforos muestran
excelentes caracteristicas fotofisicas tanto en disoluciones organicas como acuosas. La administracion a y obtencién
de imagenes confocales dentro de células eucariotas y procariotas puede lograrse facilmente.

Ejemplo 5: nanoperlas fluorescentes

Este ejemplo demuestra la preparacion de particulas fluorescentes, especificamente de nanoperlas fluorescentes del
orden de 100 nm. Se propone que estas particulas fluorescentes puedan usarse para una amplia variedad de
aplicaciones comerciales, incluyendo obtencion de imagenes in vivo y como calibrantes para instrumentos analiticos
basados en fluorescencia, tales como citometria de flujo.

Sintesis de éster activado PL-Latex SuperCarbonyl blanco 200 nm

Se centrifugd una suspension acuosa de PL-Latex SuperCarbonyl blanco 200 nm (2 ml), disponible de Varian Inc, y
se seco el solido resultante durante la noche a presion reducida. Se dispersé el sélido (75 mg, 0,014 mmol) en
DMSO seco (1,5 ml) y se traté con EDCI (27 mg, 0,14 mmol) y N-hidroxisuccinimida (16 mg, 0,14 mmol). Se agité la
reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas. Entonces se diluy6 la disolucion con agua (3 ml) y se centrifugo.
Se lavéd el sdlido obtenido y se centrifugd tres veces con agua/DMSO (3:1) y se seco a alto vacio. Se confirmé la
conversion completa del residuo de acidos en ésteres activados comparando el IR de PL-Latex Super Carbonyl
white 200 nm (IR 1698,50, 1739,48 cm™) con el IR del producto obtenido (IR 1602,50, 1640,65 cm™). La perla de
éster activado resultante 22 se muestra en el esquema 7.

Sintesis de azadipirrometeno - perlas queladas con BF2-PL-Latex 200 nm

Con referencia al esquema 6, se disolvié el azadipirrometeno quelado con BF2 23 (6 mg, 0,0075 mmol) en DCM
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(10 ml) y se traté con TFA (1 ml) a temperatura ambiente. Se monitorizé la reaccion mediante CCF y se detuvo
cuando 23 se consumid completamente. Se extrajo la reaccién con NaHCO3 (x2) y con agua (x1) y se secé sobre
sulfato de sodio dando 24 en cantidades cuantitativas.

Esquema 7

Ph Ph
B

N2

7N\

FOF

Con referencia al esquema 7, se cargé un matraz de fondo redondo con perlas de éster activado 22 (30 mg,
0,0058 mmol), azadipirrometeno quelado con BF2 24 (5 mg, 0,0075 mmol) y THF seco (5 ml). Se agité la reaccion a
temperatura ambiente durante 24h. Entonces se afiadié agua desionizada (5 ml) a la mezcla de reaccién y se
elimind THF a presion reducida. Se filtré la disolucién acuosa a vacio a través de un filtro C18 para dar las perlas
funcionalizadas 25.

Se muestran imagenes obtenidas usando las perlas funcionalizadas en las figuras 33-36.

Ejemplo 6: compuestos adicionales

En este ejemplo, se describe la preparacién de compuestos segun la invencion. Todos los compuestos descritos en
el presente documento se producen aguas abajo del compuesto 6, que es un compuesto de férmula (IB).

NaO,S

26

Se calentaron el compuesto 2 (75 mg, 125 mmol), propano-1,3-sultona (31 mg , 250 mmol) y K2COs (35 mg,
250 mmol) a reflujo en acetona (30 ml) durante 6 h, bajo una atmésfera de N2. Se eliminé el disolvente y se
suspendioé el residuo en HCI 2 N. Se filiré el solido resultante, se lavé con agua y se secd dando el producto 26
(64 mg, 74%) como un solido verde oscuro. Para analisis de RMN, el compuesto se transformdé en sal de
tetrabutilamonio mediante extraccién de disolucion acuosa de acidos con CHCIs en presencia de cloruro de
tetrabutilamonio. Se lavé la fase organica con agua dos veces, se seco y se evapord. 8u de acido sulfénico-NBus
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(500 MHz, CDCls): 8,10 - 8,04 (m, 8H), 7,48 - 7,38 (m, 6H), 7,10 - 7,06 (m, 3H), 7,02 - 6,99 (m, 3H), 4,77 (d, J= 2,5
Hz, 2H), 4,25 (t, J = 5 Hz, 2H), 3,32 - 3,25 (m, 8H), 3,01 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,58 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 2,40 - 2,32 (m,
2H), 1,68 - 1,60 (m, 8H), 1,48 - 1,40 (m, 8H), 1,00 (t, J = 7,5 Hz, 12H). &¢ (100 MHz, CDCl3z): 162,0, 159,1, 1457,
144,9, 143,6, 142,6, 132,6, 132,4, 131,7 (m), 131,4 (m), 129,3, 129,2, 129,1, 128,53, 128,52, 125,2, 123,4, 119,0
(m), 118,3 (m), 114,97, 114,91, 78,1, 76,1, 67,4, 58,8, 55,9, 48,2, 25,6, 25,0, 19,7, 13,6. HRMS (ESI) calculado para
C38H290BN3OsF2S [M - H*] 688,1889, encontrado 688,1877.

Ph

NaO,S
27

Se calentaron el compuesto 6 (168 mg, 320 mmol), propano-1,3-sultona (97 mg, 800 mmol) y K2COs (110 mg,
800 mmol) a reflujo en acetona (60 ml) durante 6 h, bajo atmdsfera de N2. Se filtr6 el precipitado resultante, se lavd
con acetona y metanol frio. La RP-HPLC preparativa (C-18; acetonitrilo-agua, 60:40) dio acido bis-sulfénico (102 mg,
41%) y acido monosulfénico 27 (34 mg, 18%) como un sdlido verde p.f. > 300°C. Para andlisis de RMN, el
compuesto se transformé en sal de tetrabutilamonio mediante extraccion de disolucién acuosa de acidos con CHCIs
en presencia de cloruro de tetrabutilamonio. Se lavé la fase organica con agua dos veces, se seco y se evaporo. dH
de &cido monosulfénico. (NBuas)2 (400 MHz, CDCls): 8,06 - 7,96 (m, 8H), 7,45 - 7,32 (m, 6H), 7,11 - 7,05 (m, 3H),
6,97 - 6,93 (m, 3H), 4,26 (t, J= 6 Hz, 2H), 3,19 - 3,12 (m, 16H), 3,02 (t, J = 6 Hz, 2H), 2,40 - 2,29 (m, 2H), 1,60 - 1,49
(m, 16H), 1,42 - 1,30 (m, 16H), 0,95 (t, J = 8 Hz, 24H). 5¢(100 MHz, CDCls): 160,9, 159,3, 145,9, 144,1, 143,1, 142,5,
140,6, 132,9, 132,5 (m), 132,3, 131,2 (m), 129,2, 129,0, 128,6, 128,5, 128,4, 124,4, 120,9, 117,4, 117,2, 114,6, 67 1,
58,7, 48,1, 25,5, 23,9, 19,7, 13,6. HRMS (ESI) calculado para CssH27BN3OsF2S [M - H*]- 650,1733, encontrado
650,1750.

Ph Ph
N A

\ VN 5 Ne=

g O)j\(o o}
NaO,S

28

"H RMN (como sal de BusN): (400 MHz, CDCI3): 0,95 (t, J = 8 Hz, 24H), 1,42 - 1,30 (m, 16H), 1,60 - 1,49 (m, 16H),
2,48 (t, J =7 Hz, 2H), 2,61 (s, 4H), 2,97 (t, J = 7 Hz, 2H), 3,44 - 3,51 (m, 2H), 3,52 - 3,75 (m, 6H), 4,01 (t, J= 5 Hz,
2H), 4,13 (t, J = 5 Hz, 2H), 6,87 - 6,97 (m, 6H), 7,31 - 7,39 (m, 6H), 7,95 - 8,00 (m, 8H). HRMS (ESI) calculado para
Ca9H39BN5O10F2S [M - Na*]- 890,2479, encontrado 890,2470.
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Se disolvié amina protegida con Boc 9 (164 mg, 200 umol) en CH2Cl2 (10 ml), se le afiadié lentamente TFA (1 ml) y
se agitdé toda la mezcla de reaccion a t.a. durante 2 h. Se neutralizé el acido mediante la adicion de NaHCOs acuoso
sat., se extrajo la suspension resultante con CH2Clz (2x30 ml), se lavaron las fases organicas con agua y se secaron
(Naz2S0s). Tras la evaporacion, se disolvid el residuo verde resultante en THF seco (10 ml) y se le afadio éster
activado (succinimida-maleimida) (64 mg, 240 umol), seguido por DIPEA (70 pn, 400 mmol). Tras agitar a t.a. durante
3 h, se elimind el disolvente a presion reducida y el residuo se sometié a cromatografia (silice, EtOH/AcOEt, 4:96).
Se recogieron fracciones que contenian el producto deseado (Rf = 0,35, silice, EtOH/AcOEt, 4:96) y se evaporaron
para dar 88 mg (51%) de producto 29 como cristales verde oscuro. p.f. = 50 - 52°C. "H RMN (500 MHz, CDCls) 2,54
(t, J=6,9 Hz, 2H,CH2CO), 3,38 (s, 3H, OCHs), 3,53 - 3,57 (m, 2H, éter), 3,61 - 3,70 (m, 6H, éter), 3,72 - 3,76 (m, 2H,
éter), 3,83 (t, J = 6,9 Hz, 2H, CH2N(CO)2), 3,87 (t a, J = 4,8 Hz, 2H, éter), 4,05 (t a, J = 4,8 Hz, 2H, éter), 4,20 (t a, J
= 4,8 Hz, 2H, éter), 6,12 (m a, 1H, NH), 6,54 (s, 2H, maleimida), 6,93 - 7,05 (m, 6H, Ar + pirrol), 7,39 - 7,47 (m, 6H,
Ar), 8,01 - 8,08 (m, 8H, Ar); '3C RMN (100 MHz, CDClIs) & 26,9, 29,7, 34,3, 34,9, 38,9, 59,0, 66,8, 67,6, 69,6, 70,56,
70,64, 70,9, 71,9, 1146, 114,8, 118,38, 118,42, 118,77, 118,80, 124,1, 124,7, 128,5, 129,19, 129,23, 129,27,
131,53, 131,58, 131,64, 131,68, 132,4, 132,5, 134,1, 143,0, 143,4, 145,1, 145,5, 157,6, 158,5, 160,6, 161,3, 169,9,
170,5. ESI-HR observado 892,3345 [M + Na*], masa exacta calculada 892,3305 (CasH4sNsOsNaBF2). (Disco de KBr):
1037, 1110, 1129, 1260, 1474, 1505, 1602, 1708, 2880, 2927. Aabs (CHCI3) 689, nm. Fluorescencia (CHCIs): Amax (/) =
717 nm (1,00).

Ph Ph

= N\ \

\ N\B/N\
FOF

° L
¥ 5 NH
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O—
P(Ph)

30

A una disolucién de éster 1-metilico del acido 2-difenilfosfoniltereftalico (96 mg, 0,26), DMAP (cat.) y EDCI (60,5 mg,
0,32 mmol) en DCM seco (15 ml), se le afadié azaBODIPY-amina (189 mg, 0,26 mmol) disuelta en diclorometano
(5 ml). Se desgasificod la disolucion congelandola en nitrogeno liquido, después de eso se colocd se sometio el
matraz a alto vacio y se permitié que la disolucién se descongelara, finalmente volvié a llenarse el matraz con
nitrégeno. Se agité la mezcla bajo nitrégeno a temperatura ambiente durante la noche. Se afadio dietil éter (100 ml),
y se lavo la fase organica con acido clorhidrico al 10% (2 x 50 ml), agua (1 x 50 ml), NaHCO3 acuoso saturado (2 x
50 ml), agua (1 x 50 ml) y salmuera (1 x 50 ml), se sec6 con Na2SO4 y se concentrd a vacio. Se recristalizdé con
diclorometano/ciclohexano 1/6. Se recogio el sdlido resultante mediante filtracién como un sélido negro (270 mg,
96%).

"H RMN (400 MHz, CDCls) &: 7,95-8,01 (m, 10H), 7,72 (d, J = 8,0, 1H), 7,30-7,36 (m, 6H), 7,16-7,22 (m, 8H), 6,82-
6,95 (m, 8H), 6,22 (s ancho, 1H, NH), 4,06 (t, J = 5,0 Hz, 2H, CH2), 3,97 (t, J = 5,0 Hz, 2H, CH-), 3,76 (t, J = 5,0 Hz,
2H, CH2), 3,63-3,70 (m, 7H, 2xCH2 + CH30CO), 3,55-3,60 (m, 4H, 2xCH.), 3,44-3,47 (m, 2H, CH-), 3,28 (s, 3H,
CHs0CHz); ®C RMN (400 MHz, CDCIs) &: 165,5, 160,3, 159,4, 157,6, 156,5, 144,5, 144,1, 142,5, 141,9, 140,8,
140,5, 136,0, 135,9, 132,9, 132,7, 131,5, 131,3, 130,7, 130,6, 128,3, 128,2, 128,1, 127,7, 127,6, 127,5, 126,0, 123,9,
123,0, 113,8, 113,6, 70,9, 69,9, 69,6, 69,5, 68,5, 66,6, 58,0, 51,2, 38,4. 3'P-RMN (162 MHz, CDClIs) §: -3,68 (P:). IR
(disco de KBr) cm™: 3055, 2929, 1720, 1668, 1604, 1476, 1265, 740. EI-MS: m/z 1065. HRMS calculado para
Cs2Hs57BF2N4OgP [M+H]*: 1065,3975. Encontrado: 1065,3990. Amax (CHCI3) = 686 nm, coeficiente de extincién
75,500 M cm™.

Ph Ph
= N\ \
\ N N=
/B\
FF
o
{y—/T . e 0
HN/(
o] NH
S
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Se disolvié Boc-Amina 9 (10 mg, 12,2 umol) en CH2Cl2 (1 ml), se afiadié lentamente TFA (0,15 ml) y se agit6 toda la
mezcla de reaccion a t.a. durante 1 h. Se neutralizé el acido mediante la adicién de NaHCO3 acuoso sat., se extrajo
la suspension resultante con CH2Cl2 (2x10 ml), se lavaron las fases organicas con agua y se secaron (Na2SOs). Tras
la evaporacion, se disolvio el residuo verde resultante en THF seco (1 ml) y se afiadio DIPEA (10 pl), seguido por
biotina-NHS (4 mg, 12,2 umol). Tras agitar a t.a. durante10 min, quedaba todavia algo de material de partida por lo
que se afiadié mas biotina-NHS (4 mg, 12,2 umol), lo que condujo a conversidon completa tras 10 min. Se elimin6 el
disolvente a presidon reducida y se sometié a cromatografia el residuo (silice, MeOH/DCM, 5:95). Se recogieron
fracciones que contenian el producto deseado y se evaporaron para dar 8 mg (69%) de producto como un solido
verde oscuro. '"H RMN (500 MHz, CDClz) & 1,37 - 1,45 (m, 2H), 1,60 - 1,72 (m, 4H), 2,17-2,30 (m, 2H), 2,56 - 2,60
(m, 1H), 2,76 - 2,82 (m, 1H), 3,02 - 3,07 (m, 1H), 3,38 (s, 3H), 3,54 - 3,57 (m, 2H), 3,64 - 3,70 (m, 6H), 3,73 - 3,77 (m,
2H), 3,88 (t, J = 5 Hz, 2H), 4,11 (t a, J = 5 Hz, 2H), 4,15 - 4,19 (m, 1H), 4,21 (t a, J = 5 Hz, 2H), 4,30 - 4,34 (m, 1H),
4,99 (s a, 1H), 5,95 (s a, 1H), 6,54 (s a, 1H), 6,97 - 7,04 (m, 6H), 7,38 - 7,47 (m, 6H), 8,02 - 8,07 (m, 8H). '3C RMN
(400 MHz, CDCIs) &: 173,4, 161,3, 160,8, 158,4, 157,7, 145,4, 145,2, 143,4, 143,2, 132,45, 132,40, 131,6 (m), 129,3,
128,6, 124,6, 124,2, 118,8, 118,5, 114,9, 114,7, 72,0, 70,9, 70,7, 70,6, 69,6, 67,7, 67,2, 61,7, 60,1, 59,0, 55,4, 40,5,
38,9, 35,8, 28,0, 25,6, 25,4. ESI-HR observado 9454031 [M + H'], masa exacta calculada 945,3992
(Cs1Hs6N6O7SBF2). (Disco de KBr): 1036, 1474, 1504, 1602, 1701.

Una caracteristica adicional del fluoréforo conjugado con las nanoparticulas es que las particulas pueden construirse
de manera tal que la intensidad de fluorescencia de la particula pueda responder a cambios microambientales. Por
ejemplo, en una realizacion, las particulas son practicamente fluorescentes silenciosas en medios acuosos (debido a
la autoagregacion en la superficie de las particulas y a la extincion por las moléculas de agua), incluidos los medios
de crecimiento celular. En contraste, después de la endocitosis y la internalizaciéon de las particulas dentro de las
células, se vuelven altamente fluorescentes (debido a que las moléculas fluoréforas individuales se alejan de la
superficie de la particula y se protegen de las moléculas de agua circundantes, lo que da lugar a un gran aumento
de su intensidad de fluorescencia). Esta propiedad de conmutacion de fluorescencia activada a desactivada facilita
la obtencion de imagenes en tiempo real de los procesos de captacion celular, ya que las particulas y las células
conjugadas pueden incubarse conjuntamente sin un enmascaramiento o una sefal fluorescente interferente de las
particulas extracelulares.

En las figuras 37 y 38 se muestran seis marcos estaticos de la captacién de particulas obtenida por obtencion de
imagenes en tiempo real de células HEK297T y CAKI-1 coincubadas con particulas conjugadas con fluoréforo. Esta
claro que la intensidad de la fluorescencia intracelular aumenta con el tiempo a medida que las células son
absorbidas por las células, pero también que las particulas extracelulares son relativamente no fluorescentes (fondo
0SCuro).

En la figura 39, se ilustra un ejemplo de obtencién de imagenes de nanoparticulas in vivo. Fue posible obtener
imagenes del ganglio linfatico de un ratén tras inyeccion intradérmica de particulas conjugadas de colorante en el pie
izquierdo del raton. Se obtuvieron imagenes satisfactoriamente del ganglio linfatico mas proximo al sitio de inyeccion
después de que se realizara la inyeccion.
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REIVINDICACIONES

Compuesto de férmula (1)

R, R, Rg R;
en la que cada A es fluoruro,
R1, Rz, R3, Re, R7 y Rs son cada uno independientemente H, OH, NO2 u O-L-X, en donde L es un grupo
espaciador seleccionado de alquilos de cadena lineal o ramificada que tienen hasta 25 atomos de carbono,

metilenos, aminas, amidas o éteres

y X es un grupo de conjugacion o un grupo de solubilizacion en agua; con la condicién de que al menos uno
de R1, Rz, Rz sea OH u O-L-X y al menos uno de Re, R7 y Rs sea OH u O-L-X; y

R4y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, son cada uno independientemente un resto arilo; o un
resto alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene hasta 25 dtomos de carbono.

Compuesto segun la reivindicacién 1, y que tiene una férmula (1A),

R, R,

en la que R1, Rz, R3, Rs, R7 y Rs son cada uno independientemente H, OH, NOz u O-L-X, con la condicién
adicional de que al menos uno de R1, Rz, R3, Rs, R7 y Rs sea O-L-X.

Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que sé6lo uno de R1, Rz, Rz es OH u O-L-X, y sélo uno de Rs, R7
y Rs es OH en el que X es un grupo de conjugacion o un grupo de solubilizacion en agua; o en el que sélo
uno de R1, Rz y R3 es OH y solo uno Rs, R7 y Rs es O-L-X, en el que X es un grupo de conjugacion o un
grupo de solubilizacién en agua.

Compuesto segun la reivindicacién 2, en el que cuando sélo uno de R1, Rz y R3 es O-L-X y sélo uno de R,
R7y Rs es O-L-X, en el que:

(a) cada X es un grupo de conjugacion; o
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(b) cada X es un grupo de solubilizacion en agua; o
(c) una X es un grupo de conjugacion y la otra X es un grupo de solubilizacién en agua.

Compuesto segun la reivindicacion 4, en el que cada A es F, R1 es H, R2 es O-L-X, Rz es H, Rs es Ph, Rs es
Ph, Rs es H, R7 es O-L-X y Rs es H, en el que una X es un grupo de conjugacion y la otra X es un grupo de
solubilizacion en agua.

Compuesto segun cualquier reivindicacion anterior, en el que L se selecciona de resto aminas, amidas y
éter.

Compuesto segun la reivindicaciéon 6, en el que el resto amida se selecciona de (CH2)2NHCO(CH2)-,
-(CH2)2NHCO(CHz)2- y -CONH(CH2)2NHCO(CH2)2 y/o el resto amina es -(CH2)2-NH-; y/o el resto éter es
CH2CH20CH2CHa-.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los compuestos tienen una
absorbancia maxima Amax @ mas de 660 nm, preferiblemente mas de 670 nm, y una emisién maxima a mas
de 690 nm, preferiblemente mas de 720 nm.

Compuesto segun la reivindicacion 1 seleccionado de los compuestos mostrados en la tabla a continuacion
yenelquecadaAesF,RiesH, Rses H, R4 es Ph, Rses Ph y Rs es H.

Numero de Rz Re |R7
referencia de

compuesto en

ejemplos donde

sea aplicable

2 (Ejemplo |OH H |OCH2-C=CH
2(A))

9 (Ejemplo | O((CH2)20)3CH3 H |O(CH2)2NHBoc
3(A))

Variacion de 9 O((CH2)20)3CHs H | O(CH2)2NH2
(Ejemplo 3(A))

10 (Ejemplo O((CH2)20)sCHs H | O(CH2):NHCO(CH2):CO2H

3(A))
11a  (Ejemplo O((CH2)20)sCHs H O(CHQ)QNHCO(CHz)z\
3(A)) =0
O\ 0
N
0]
3(A)) /C=O
O\ 0
N
0]
SOz
16 (Ejemplo 4) |OCH2CO> H |OCH2CO>
Variacion de 16 OCH2CO:zH H | OCH2COzH
(Ejemplo 4)
17 (Ejemplo 4) |O(CH2)3S03 H |O(CH2)3SOs
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Variacion de 17 | O(CH2)3SOsH H |O(CH2)3SOsH
(Ejemplo 4)
26 (Ejemplo 6) |OCH2CH2CH2SOsNa |[H | OCH2-C=CH
--- OCH2COzH H |OCH2-C=CH
--- O(CH2)sSOsNa H | O(CH2)2NH2
- O(CH2)3S0OsNa H |OCH2CO2H
- O(CH2)3S0OsNa H OCHZ\
C=0
O/
N\ 0]
N
27 (Ejemplo 6) |O(CH2)3SOsNa H |OH
- OCH2COz2H H |OH
- OCH2COzH NO2 |OH
--- OCHZ\ H |OH
C=0
/
O\ 0
N
0)
- O(CH2)3SO3N8 H OCONH(CHz)zNHCO(CHz)z \
/C=O
O\
N
0)
28 (Ejemplo 6) |O(CH2)3SOs3Na H O(CH2)2NHCO(CH2)2\
C=0
O/
N 0
N
0]
- O(CHZ)SSOSNa H O(CHz)zNHCO(CHz)z\ 0
N
0 Y
--- H
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OCH, OCH,
\>C =0 \>C =0
O\ 0 O\ 0
N N
0 0

N
0 ya
30 (Ejemplo 6) |O((CH2EORCHs  H ey Ny o
o) 0—

P(Ph),

31 (Ejemplo 6) |O((CHz2)20)3CH3 H O

p

HN
O(CH,),NH
S
0

10. Compuesto segun la reivindicacion 1, y que tiene una férmula (1B),

Ry Ry
5
en la que R1, R2, R3, Re, R7 y Rs son cada uno independientemente H, OH o NOz2; con la condicién de que al
menos uno de R1, R2, R3 sea OH y al menos uno de Rs, R7 y Rs sea OH.
11. Método para la preparaciéon de un compuesto de formula (1B)
10
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R2 Rl R8 R7
en la que A es fluoruro
5 R4 y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, son cada uno independientemente H; o son un resto arilo; o
resto alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene hasta 25 atomos de carbono, que comprende las

etapas de:

hacer reaccionar un compuesto de formula (II)

10
R,;lw R;,
1
R§ ¥ Rﬁ
con una fuente de nitro-metileno en un disolvente adecuado para formar un compuesto de férmula (l11)
NO,
R3 K
Ryo Re
‘ )
R,0 Ry (11;
Ryo Ry
15 >

hacer reaccionar un compuesto de formula (lll) con una fuente de amonio en un disolvente adecuado para
formar un compuesto de formula (IV)
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{1V}

y

hacer reaccionar un compuesto de férmula (IV) con trihaluro de boro o un derivado del mismo para formar
un compuesto de férmula (IB).

Método de preparacion de un compuesto de férmula (I1A)

R, Ry

en la que A es fluor; R4 y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, son cada uno independientemente H; o
son un resto arilo; o un resto alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene hasta 25 atomos de carbono,

que comprende una etapa de convertir al menos un grupo OH del compuesto de féormula (IB) en O-L-X en
presencia de un disolvente adecuado.

Conjugado de colorante, que comprende (i) un compuesto de féormula (I) que tiene al menos un grupo de
conjugacion X, y (i) un grupo de unién complementario; en el que el grupo de conjugaciéon X puede unir de
manera covalente el compuesto de féormula (l) al grupo de unién complementario.

Conjugado de colorante segun la reivindicacién 13, en el que el al menos un grupo de conjugacion y el al
menos un grupo de unién complementario se selecciona de los grupos que consisten en:-

(a) una amina como grupo de conjugacion y un acido carboxilico, aldehido, cetona o éster como grupo de
unién complementario;

(b) un acido carboxilico como grupo de conjugacién y una amina como grupo de unién complementario;
(c) un éster succinimidilico como grupo de conjugacién y una amina como grupo de unién complementario;

(d) una maleimida como grupo de conjugacion y un tiol como grupo de unién complementario;
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(e) un alquino como grupo de conjugacion y una azida como grupo de unién complementario;

(f) un éster orto-diarilfosfonil-aril-metilico como grupo de conjugacién y una azida como grupo de unién
complementario; y

(g) biotina como grupo de conjugacioén y avidina como grupo de unién complementario.
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(el area redondeada es azul)

Figura 31
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