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@Resumen:

Compuesto para la deteccion de células senescentes
y uso del mismo.

La invencién se refiere a un compuesto o sonda de
deteccidn que presenta una alta actividad diurética y
se encuentra constituida por una unidad de
sefializacion (fluoréforo) provista de grupos
funcionales con carga negativa (grupos anidnicos).
Unida a la unidad de sefalizacion mediante enlace
covalente directo se encuentra la unidad de
reconocimiento que consiste en un sacarido. La
invencion se extiende también al uso del compuesto
como sonda de deteccion de células senescentes en
la orina.
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DESCRIPCION

Compuesto parala deteccién de células senescentes y uso del mismo

En la presente invencion se describe un compuesto, también denominado sonda o
herramienta de diagndstico, para la deteccion de células senescentes a través de la
orina logrando una cuantificacion de la senescencia celular. La presente invencion se
encuadra, por tanto, en el campo de la medicina y, mas particularmente, en las

herramientas de diagndstico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El principal papel de la senescencia celular es la prevenciéon de la proliferacion de
células dafadas o estresadas y su posterior eliminacion. Por otro lado, la senescencia
celular actia como detonante para la activacion de procesos de reparacion y
regeneracion de tejidos dafiados o durante el proceso embrionario, lo cual indica que la
presencia de células senescentes puede también suponer un beneficio para el sistema
biol6gico. Sin embargo, estos procesos de reparacion de tejidos se pueden volver
ineficientes cuando existe una persistencia del dafio celular o durante el envejecimiento.
Esta insuficiencia permite que las células senescentes se acumulen sobre tejidos u
o6rganos dafados, lo cual promueve inflamaciones locales, el envejecimiento y
destruccioén de tejidos, la formacion de tumores e incluso la generacion de metastasis.
Se ha demostrado que la eliminacién selectiva de células senescentes mediante
apoptosis celular (senolisis) promueve la mejora de una gran variedad de enfermedades
asociadas a la presencia de células senescentes, revirtiendo los sintomas de las mismas
y mejorando la calidad y esperanza de vida de los individuos. De hecho, se han llevado
a cabo estudios en modelos murinos donde se ha corroborado la eficacia de los
procesos de senolisis para la eliminacién y mejora de los sintomas de enfermedades
como disfuncion renal, fibrosis pulmonar, hipertrofia o sarcopenia. En la bibliografia se
encuentra descrito que ciertas moléculas de pequefio tamafio presentan efectos
terapéuticos para multiples enfermedades, esta actividad farmacoldgica se basa en la
capacidad de promover la senolisis. Basados en estos mismos principios, existen
estudios donde se demuestra que la senolisis puede presentar igual eficacia para el

tratamiento de enfermedades relacionadas con el envejecimiento celular.

Dentro del campo de la senescencia celular, es de extrema importancia el desarrollo de

nuevos métodos para lograr la deteccién de células senescentes tan pronto como
2
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aparecen en el organismo, asi como en el momento que empiezan a acumularse. Sin
embargo, la gran mayoria de los métodos descritos a dia de hoy no pueden ser
aplicados para la deteccion directa de células senescentes y practicamente ninguno de
ellos puede ser empleado en modelos in vivo. Con lo expuesto anteriormente, queda de
claro manifiesto la necesidad del desarrollo de nuevos sistemas o métodos para la
deteccién de células senescentes que puedan ser empleados como herramientas de
diagndstico, y aun de mayor importancia, es el poder lograr un método que permita
cuantificar el grado de senescencia celular y posibilite el seguimiento de los tratamientos
con senoterapéuticos en las diferentes enfermedades asociadas a la acumulacién de

células senescentes.

El documento US2016229840 describe compuestos fluorogénicos disefiados de tal
manera que, ante un evento quimico, se generan compuestos capaces de emitir
fluorescencia. También se describen los usos de los compuestos fluorogénicos para
monitorizar la presencia y/o nivel de varios analitos. Frente al documento
US2016229840, donde se exponen sondas con propiedades fotoquimicas similares a
las descritas en la presente invencion, las sondas propuestas en la presente invencién
presentan caracteristicas diuréticas que permiten la medicién de los analitos, en este
caso la deteccion de células senescentes, de una forma no invasiva a través de la orina.
Dicha propiedad diurética implica que las sondas sean expulsadas rapidamente del
cuerpo evitando la bioacumulacién de las mismas y permitiendo el almacenaje de las

muestras para su posterior medicidn si esta no se pudiera realizar in situ.

El documento ES2710322 (T3) se basa en compuestos Utiles para visualizar la
senescencia celular, su preparacién y uso. En particular, esta invencion se refiere a
nuevos derivados de fucosa y amino-quinolina Utiles como trazadores de senescencia 'y
su preparacion. El documento ES2710322 (T3) emplea sondas para la deteccion de
senescencia constituidas por dos tipos de marcadores, uno fluorogénico y un segundo
marcador de radioisétopo. La deteccidbn de senescencia in vitro se realiza por
fluorescencia mediante técnicas basadas en citometria de flujo, este tipo de técnicas
impiden su uso para sistemas in vivo. Por otro lado, la deteccion de senescencia in vivo
se realiza con radioisotopos de halégenos. En la presente invencion proponemos un
método de deteccidn de senescencia in vivo basado en fluorescencia, método mas
simple donde se emplean equipos de medicion mucho mas comunes y asequibles,

técnicas que pueden ser empleadas por personal no cualificado. Por otro lado, aunque
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en ambos casos se tratan de dos técnicas no invasivas, en la presente invencion
proponemos la medicion de senescencia a través de la orina debido a las caracteristicas
intrinsecas de las sondas, esto permite el almacenaje de las muestras para una posterior
medicién en caso de que no se puedan realizar mediciones directas de las muestras.
Por dltimo, frente a las sondas descritas en el documento ES2710322 (T3) que
presentan rutas sintéticas complejas, en la presente invencion la ruta sintética descrita
consiste en dos etapas, partiendo directamente de compuestos comerciales y de bajo

coste.

Por ello, la presente invencion propone una nueva herramienta (sonda) para la deteccion

no invasiva de senescencia celular en sujetos a través de la orina.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto caracterizado
por comprender:

- una unidad de sefializacién que consiste en un fluor6foro que comprende al menos
un grupo aniénico y

- una unidad de reconocimiento que consiste en un sacarido,

donde la unidad de sefializacién esta unida directa y covalentemente a la unidad de

reconocimiento.

La union directa y covalente implica la no existencia de grupos de unién o “linkers” entre
la unidad de sefializacién y la de reconocimiento. Por tanto, el compuesto de férmula:

0
RO&S/O

OR SOy

"05S
L s
NX A
gsg

donde R es H o un grupo acetilo (CH3-CO-) estaria excluido del alcance de la presente

invencion, ya que existe un grupo de union entre el monosacérido y el fluoréforo.



10

15

20

25

30

35

ES 2733 357 Al

El término “sacarido” se refiere a un carbohidrato constituido por, o que consiste en, al
menos un monosacarido (unidad basica de azlcar), donde los monosacéaridos que
conforman el sacéarido estan unidos entre si por enlaces glucosidicos. En la presente
invencién, el término monosacarido incluye la unidad bésica de azlcar que comprende
grupos -OH (por ejemplo, glucosa, galactosa, fructosa, etc), asi como derivados de los
mismos. Estos derivados se obtienen por sustitucion de alguno de los grupos hidroxilo
por algun otro grupo funcional, o bien por oxidacién o reduccion de alguno de los atomos
de carbono del monosacéarido original. Los derivados pueden ser, por ejemplo,
aminoazUcares, en los que al menos un grupo hidroxilo del monosacarido de origen
esta sustituido por un grupo amino; azlcares-acidos, que resultan de la oxidacion de
algun atomo de carbono del monosacarido de origen a grupo carboxilo; desoxiazucares,
en los que alguno de los grupos hidroxilo del monosacérido de origen esta sustituido por
un atomo de hidrégeno; azlucares-fosfato, que son azlcares fosforilados (unidos a un
grupo fosfato mediante enlace éster) en alguno de sus grupos hidroxilo, monosacaridos
obtenidos por sustitucion de al menos un grupo -OH por un -OR’, donde R’ se selecciona
entre: acetilo (Ac: CHs-CO-), alquilo C1-C8, arilalquilo, arilo y heteroarilo. En este ultimo
caso, el monosacarido puede tener varios o todos los grupos -OH sustituidos.
Preferiblemente, los derivados de monosacaridos son los que tienen todos sus -OH
sustituidos por -OAc. Dentro de los monosacaridos se incluyen las distintas formas
anoméricas de los mismos: a (alfa) y B (beta), asi como sus configuraciones Dextro (D)

y Levo (L).

El término “alquilo C1-C8” se refiere, en la presente invencién, a cadenas alifaticas,
lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 8 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo,
n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, n-hexilo, etc.
Preferiblemente el grupo alquilo tiene entre 1y 4 &tomos de carbono. Los grupos alquilo
pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como
halégeno, hidroxilo, azida, acido carboxilico 0 un grupo sustituido o no sustituido
seleccionado de entre amino, amido, éster carboxilico, éter, tiol, acilamino o

carboxamido.

Por “arilalquilo” se entiende en la presente invencion a un grupo arilo unido al resto de
la molécula por un grupo alquilo. Un ejemplo, no limitante, de arilalquilo es un grupo

bencilo.
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El término “arilo” se refiere en la presente invencion a una cadena carbociclica
aromética, que tiene de 6 a 12 atomos de carbono, pudiendo ser de anillo Unico o
multiple, en este ultimo caso con anillos separados y/o condensados. Un ejemplo, no
limitante, de arilo es un grupo fenilo. Los grupos arilo son, por ejemplo, pero sin limitarse
a fenilo, naftilo, difenilo, indenilo, fenantrilo o antracilo. Los radicales arilos pueden estar

opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes.

El término “heteroarilo” se refiere, en la presente invencion, a anillos ciclicos aroméaticos
(mono- o biciclicos) que tienen entre 5 y 10 eslabones en los que se ha sustituido un
carbono por un elemento electronegativo como puede ser el azufre, nitrégeno, u
oxigeno. Preferentemente el grupo heteroarilo tiene entre 5y 6 eslabones. Los radicales
arilos pueden estar opcionalmente sustituidos por uno 0 mas sustituyentes tales como
grupos alquilo, halégeno, hidroxilo, alcoxido, tiol, nitro, amino, acilamino, ciano,

carboxilato, carboxamida, carboxiéster, o combinaciones de estos grupos.

El término “fluoréforo” se refiere a una molécula capaz de emitir una radiacion
electromagnética en respuesta a la absorciéon de una radiacién de excitacion, siendo la
longitud de onda de la radiacién emitida distinta a la longitud de onda de la radiacion de
excitacion y donde la emisién de radiacién persiste Gnicamente mientras se mantiene la
radiacion de excitacion. Esta emision de radiacion del fluoréforo de la invencién se
originan a longitudes de ondas que no solapan con la auto emisién procedente de

células senescente existentes en las muestras biologicas.

El enlace quimico entre la unidad de sefializacion y la de reconocimiento es un enlace
covalente, preferiblemente a través de un atomo de N, S, P u O de la unidad de
sefializacion y el atomo de C anomérico del sacérido, donde el grupo OH del carbono
anomeérico esta sustituido por el fluoréforo. La unidad de sefializacion que consiste en
un fluoréforo presenta al menos un grupo aniénico (también denominado unidad
diurética), que es el encargado de llevar a cabo la funcién diurética y de incrementar la
solubilidad del compuesto para que pueda excretarse por la orina. El grupo aniénico se
puede seleccionar entre, por ejemplo y sin limitar a, grupo carboxilato (-CO’), sulfonato
(-S0O3), sulfato (-SOy4), haluro (F* CI, Br y I) o cualquier anién con capacidad para
interaccionar con las proteinas co-transportadoras Na*-K*-2Cl que se localizan en las
células de las extremidades ascendentes de las asas de Henle. En una realizacion

preferida, los grupos anidnicos unidos al fluoréforo son grupos sulfonatos y/o
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carboxilatos. En una realizacion mas preferida, la unidad de sefalizacion comprende

dos grupos aniénicos. Méas preferiblemente dos grupos sulfonatos.

Preferiblemente, el fluoréforo que conforma la unidad de sefializacion est4 basado en
una estructura de cianina que presentan grupos aniénicos unidos covalentemente para
conferirle propiedades diuréticas. Mas preferiblemente, el fluoréforo presenta una

estructura (férmula (1)) como se define a continuacion:

(1

donde A: y A, son independientemente grupos arilo o heteroarilo (fusionados al anillo

de pirrolinio, tal y como muestra la estructura),

p y g son independientemente un nimero entero que varia entre 1y 4,

R:1y Rz son independientemente un grupo -(CH2).-Ra, donde:
Ra es un anién que se selecciona de la lista que consiste en: -SOz -CO, -SOy,
haluro,
n es un nuimero entero que varia entre 0 y 8,

XesO,N,P6Sy

Rs, R4, Rs, Rs son seleccionados independientemente entre: alquilo C1-C8, arilo y

heteroarilo,

~” representa el punto de unién covalente con un carbono de un monosacarido de la

unidad de reconocimiento.

Los términos alquilo C1-C8, arilo y heteroarilo son como se ha definido previamente.

En una realizacion preferida del fluoroforo, A1y A2 son independientemente fenilo.

En otra realizacién preferida del fluoréforo, p y q son independientemente 1.

En otra realizacion preferida del fluoréforo, R1 y Rz son independientemente un grupo -

(CH2)n -SO3" 6 -(CH2)n -CO2, nentre 1y 8, mas preferiblemente n es 4.
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En otra realizacion preferida del fluoréforo, X es O.

En una realizacion preferida del fluor6foro, Rs, Ra, Rs, Rs son independientemente

metilo.

En otra realizacion preferida, A1 y A2 son independientemente fenilo; p y g son

independientemente 1y X es O.

En otra realizacion preferida, A1 y A2 son independientemente fenilo; p y g son
independientemente 1; X es O y R1 ¥ Rz son independientemente -(CHz)4 -SO3 6 -(CH>)4
-COa.

En una realizacién preferida, el fluoréforo tiene la siguiente formula:

SO,

Preferiblemente, la unidad de reconocimiento es un sacarido que comprende, 0 consiste

en, entre 1 a 100 monosacaridos.

En una realizacién mas preferida, el sacarido comprende, o consiste en, entre 1 y 50

monosacaridos o, aun mas preferiblemente, entre 1 y 20 monosacaridos.

En otra realizacién preferida, del 60 al 95% de los monosacaridos que comprende el
sacarido son galactosa, fucosa y/o derivados de los mismos obtenidos por sustitucion
de al menos un grupo -OH, tal y como se ha explicado anteriormente en la definicién de
monosacérido. Mas preferiblemente, del 60 al 95% de los monosacéridos que
comprende el sacarido son galactosa, fucosa y/o derivados de los mismos donde todos

sus OH se han sustituido por -OAc.

En otra realizacion preferida, los monosacaridos que comprende el sacérido son

galactosa, fucosa y/o derivados de los mismos obtenidos por sustitucion de al menos un
8
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grupo -OH, tal y como se ha explicado anteriormente en la definicion de monosacarido.
Mas preferiblemente, los monosacéaridos que comprende el sacarido son galactosa,

fucosa y/o derivados de los mismos donde todos sus OH se han sustituido por -OAc.
En otra realizacion preferida, el sacarido consiste en un monosacarido, preferiblemente
éste es galactosa, fucosa o un derivado de cualquiera de ellos donde todos sus OH se
han sustituido por -OAc.

Preferiblemente, cuando se hace referencia en la presente invencion a la galactosa, ésta
es la B -D-galactosa y cuando se hace referencia a la fucosa, ésta es preferiblemente la

a-D fucosa.

En una realizacién mas preferida, el compuesto tiene la siguiente férmula:

RO OR 503

donde R es H o un grupo acetilo (CH3-CO-).

Las células senescentes se caracterizan por un incremento en el nimero y tamafio de
lisosomas que provoca la sobrexpresion de las enzimas hidrolasas lisosomales, las mas
caracteristicas de las cuales son la sobrexpresion de actividad de la enzima lisosomal
B-galactosidasa conocido como (SA-B gal) y la sobreexpresion de actividad de la enzima

lisosomal a-fucosidasa conocido como (SA-a-fuc).

En particular, en la presente invencion, se produce la activacion del compuesto debido

a la sobreactividad de la enzima lisosomal, en el modelo anterior se produciria por la

sobreactividad de (B-galactosidasa (SA-B-gal) asociada a la presencia de senescencia

celular. Esta actividad lleva a cabo la hidrélisis entre la unidad de sefializacion y la de
9
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reconocimiento del compuesto de la presente invencion. La desconexion de la unidad
de reconocimiento produce la activacion de la unidad de sefalizaciéon. Esta activacion
queda reflejada por la aparicion de una marcada emision de fluorescencia. Por ultimo,
los grupos anidnicos que se encuentran unidos a la unidad de sefalizacion presentan
una elevada actividad diurética que permite la expulsién del compuesto por la orina. Al
encontrarse directamente unida la unidad diurética a la de sefalizacion permite la
expulsién tanto del compuesto activado como desactivado, sin embargo, Unicamente el

compuesto activado presenta sefial de fluorescencia.

Los grupos anionicos (sulfonatos o carboxilatos preferiblemente) se emplean como
detonantes de la actividad diurética al interactuar sobre las proteinas co-transportadoras
Na*-K*-2Cl que se localizan en las células de las extremidades ascendentes de las asas

de Henle.

Estos grupos anionicos se unen en los sitios activos existentes para los CI- bloqueando
el sistema de co-transporte de la proteina. Para que los grupos funcionales puedan
interactuar en los centros activos de las proteinas, estos grupos funcionales han de
presentar una geometria y un potencial electrostéatico parecido al del analito. Por ello, la

presencia de los grupos anionicos juega un papel principal en el proceso diurético.

Los grupos aniénicos presentes en la unidad diurética del compuesto se unen a las
posiciones de reconocimiento de CI de las proteinas de co-transporte y provocan la alta

actividad diurética que presenta el compuesto.

El compuesto de la presente invencidon se trata, por tanto, de una molécula de féacil
sintesis que inicialmente se encuentra en una forma “apagada”. Este compuesto se
debe administrar de forma simple sufriendo una transformacioén ante la presencia de
células senescentes que permite su deteccidon por fluorescencia tanto en el sistema
urinario como tras la miccion de la orina. La intensidad de fluorescencia que se observa
en las muestras de orina es proporcional a la cantidad de células senescentes, lo que
permite la cuantificacion y el seguimiento en el nUmero de células senescentes. Ademas
de ello, una pequefia cantidad del compuesto activado se acumula en aquellas zonas
donde se produce la activacién (donde se localizan las células senescentes), por lo que,
debido a la gran emision de fluorescencia que presenta la unidad de sefalizacién, esta

pequefia cantidad es suficiente para localizar la zona que presenta células inmersas en

10
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procesos de senescencia.

Con estas caracteristicas, las sondas propuestas permiten la deteccion de células
senescentes in vivo a través de medidas de fluorescencia de la orina tanto antes como
después de la miccion, dando lugar a un método, no invasivo y cuantitativo para la
determinacion de senescencia celular, todo ello permite su uso para diferentes
aplicaciones de gran interés como son:

- Suuso en el seguimiento de tratamientos de quimioterapia. Algunos tratamientos
de quimioterapia se basan en el empleo de inductores de senescencia o el uso
de otros protocolos médicos con el fin de llevar a cabo la transformacion de las
células tumorales en células senescentes y lograr la deteccién de la proliferacion
celular. Por lo tanto, el compuesto de la invencion puede ser empleado en el
seguimiento de la formacion de células senescentes in vivo tras el uso de
guimioterapia, permitiendo la cuantificacion de senescencia celular de una forma
no invasiva a través de medidas de fluorescencia de la orina.

- Pueden ser empleados para obtener informaciébn en el diagnostico de
enfermedades relacionadas con el envejecimiento donde los tratamientos
convencionales se basan en el uso de senoliticos. Con esta nueva herramienta
se puede llevar un seguimiento de la eliminacion de estas células senescentes
con la bajada de emisién de fluorescencia obtenida en las medidas de orina.

- Por ultimo, la variacién de la unidad de reconocimiento permitiria el uso del
mismo protocolo para la deteccion y seguimiento de otras enfermedades o

patologias.

El término deteccidn “in vivo” en la presente invencion se refiere a una deteccién a través
de muestras de orina ya sea en el sistema urinario o tras la miccion, llevadas a cabo
tras la administracion del compuesto de la invencion. En la presente invencion el término
‘in vivo” se emplea para indicar que no es necesario la realizaciébn de biopsias o
extraccion de zonas dafiadas, a diferencia de lo que requieren la gran mayoria de
métodos descritos que precisan de extracciones de tejidos o células para determinar la
presencia de senescencia celular in vitro.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicion que comprende el compuesto

de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién preferida, la composicion es una composicién farmacéutica.
11
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El “vehiculo”, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcién del vehiculo es facilitar
la incorporacién de otros compuestos y permitir una mejor dosificacién y administracion
o dar consistencia y forma a la composicion. Por tanto, el vehiculo es una sustancia que
es capaz de permitir una mejor dosificacion y administracion o da consistencia y forma
a la composicién. El “vehiculo farmacéuticamente aceptable” debe permitir la actividad
del compuesto, ser compatible con €l y no causar dafio a los organismos a los que se

administra.

La composicién de la invencién puede administrarse de cualquiera de las maneras
conocidas de administracion. En una realizacion preferida, la composicion esta
configurada para poder administrarse de forma intravenosa, intraperitoneal u oral. En
este Ultimo caso el compuesto puede recubrirse con un polimero que libere su contenido
pasado el estbmago. De manera aun mas preferida, la composicion esta configurada

para ser inyectada por via intravenosa o intraperitoneal.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del compuesto de la invencién, o de la
composicion que le comprende, como sonda para la deteccién de células senescentes

en una muestra de orina donde previamente se ha administrado dicho compuesto.

Los términos “sonda” o “herramienta de diagnéstico” se utilizan como sinénimos en la
presente invencion y se refieren a un compuesto quimico capaz de detectar de forma
selectiva senescencia celular. La sonda de la invencién presenta ademas las siguientes
caracteristicas:

- una toxicidad minima o cero;

- Presenta una bajada en la sefial de fluorescencia, o no presenta fluorescencia,
en comparacion con la unidad de sefalizacion no modificada (fluoréforo) hasta
el momento en que se produzca la ruptura del enlace en presencia de células
senescente debido a una elevada actividad de B-galactosidasa, a-fucosida u otra
hidrolasa lisosomal;

- La sonda se mantiene estable en su forma inactivada (unidad de sefializacion y
unidad de reconocimiento unidas) hasta que se encuentre en presencia de

células senescentes;
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- La sonda conserva la mayoria de las caracteristicas fisicas y quimicas que
permiten su uso de una manera similar a la de la unidad de sefalizacion

(fluordéforo).

Las células senescentes son células que presentan el ciclo celular arrestado, lo que
impide una actividad celular normal y la division celular. Estas células presentan una
morfologia aplanada en cuyo citoplasma se ha incrementado el nimero y tamafio de
vacuolas. Las células senescentes presentan un fenotipo distintivo y una modificacién
de su expresion genética que permite su identificacion. Entre los ensayos cominmente
empleados para su identificacion, el mas importante es la determinacion de la

sobreactividad de la enzima B-galactosidasa (3-gal) asociada a senescencia.

Para uso como sonda, el compuesto se puede administrar a un sujeto de cualquiera de
las maneras conocidas de administracion; preferiblemente, de forma intravenosa,

intraperitoneal u oral.

La sonda presenta propiedades diuréticas (sonda diurética) por lo que, una vez
administrada, esta sonda se escinde en presencia de células senescentes de manera
que la unidad de sefalizacibn se excreta por la orina y puede ser detectada por
fluorescencia, revelando la existencia de células senescentes. Luego, con esta finalidad,
el compuesto de la invencién puede utilizarse como sonda diurética (sonda con
propiedades diuréticas), cuya forma activa (una vez que se escinde en las dos unidades
que la conforman) puede ser visualizada por fluorescencia en la orina excretada,
revelando la existencia de senescencia celular. De igual forma, cuando la sonda no es
activada, la unidad diurética lleva a cabo su eliminaciéon, en este caso no se observa
fluorescencia en la orina. Ello implica que la sonda no se acumula en el cuerpo y es

expulsada rapidamente via urinaria.

El uso de la sonda para la deteccion de células senescentes a través de la orina permite
llevar a cabo un estudio cuantitativo del grado de senescencia celular presente en el
sujeto, ademas de, obtener informacion sobre la posible presencia de enfermedades del

sujeto derivadas de la acumulacién de dichas células.

Otro aspecto de la invencion se refiere al compuesto de la invencion para su uso en un
método de deteccidon de células senescentes a través de la orina. Mas concretamente,
13
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para o en, un método de deteccion de células senescentes en una muestra de orina de

un sujeto al que previamente se ha administrado dicho compuesto.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de deteccion de células
senescentes, que comprende las siguientes etapas:

- administracion de una cantidad efectiva del compuesto de la invencion a un sujeto,

- obtencién de una muestra de orina tras la administracion del compuesto,

- obtencion de datos de fluorescencia de la muestra de orina obtenida.

En la presente invencion, la expresion “cantidad efectiva” se refiere a aquella cantidad
del compuesto que cuando se administra, es suficiente para ser detectado por la orina

una vez que ha sido hidrolizada en el organismo.

Alo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende

gue sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Estructura general de una sonda donde se aprecian las diferentes unidades que
la conforman: unidad de sefializacion que incluye las unidades o grupos diuréticos y

unidad de reconocimiento.

FIG. 2. Estructura de Cy7-Gal, una de las posibles sondas (compuestos de la presente
invencidén), donde se muestran los diferentes grupos cada uno de ellos con una funcion

individual.

FIG. 3. (a-d) Imagenes de microscopia confocal para células 4T1. (a,b) imagenes
obtenidas para células 4T1 normales. (c,d) Imagenes de células 4T1 tratadas con
Palbociclib para inducir senescencia celular. (a,c) Imagenes de células control y
senescentes en ausencia de la sonda Cy7-Gal. (b,d) Células control y senescentes tras

ser incubadas 30 min en la presencia de Cy7-Gal. e) Cuantificacién de la intensidad en
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la emision de fluorescencia para células 4T1 control y tratadas con Palbociclib
(senescentes) incubadas en la ausencia o en presencia de la sonda Cy7-Gal, f)
Viabilidad de las células 4T1 control y senescentes tras la incubacién con Cy7-Gal a
diferentes concentraciones tras 24 h.

FIG. 4. a) Imagenes in vivo obtenidas por la técnica de formacion de imagenes in vivo
(IVIS, del inglés “in vivo imaging system”) donde las ratonas fueron inyectadas con
células tumorales 4T1 (carcinoma de mama en raton). A la izquierda se llevé a cabo un
tratamiento con Palbociclib para obtener la transformacién de las células tumorales en
células senescentes y detener el crecimiento del tumor, mientras que en la derecha
(vehiculo) no se realizé dicho tratamiento con Palbociclib manteniéndose las células 4T1
cancerigenas. b) Cuantificacion del fluor6foro Cy7 en la vejiga en funcién del tiempo. c)
Cuantificacién de fluorescencia en la orina con la técnica IVIS después de la
metabolizacién de la sonda Cy7-Gal en el cuerpo. Las ratonas orinaron tras salir de la
anestesia debido a las propiedades diuréticas de la sonda Cy7-Gal.

FIG. 5. a) Imagenes ex vivo de los tumores de células 4T1 extraidos tras sacrificar las
ratonas de los diferentes grupos. b) Cuantificacion de la fluorescencia de Cy7 en los

tumores extraidos.

FIG. 6. a) Imagenes obtenidas por la técnica IVIS donde se inyectd con células 4T1
(carcinoma de mama de ratén). b) Cuantificacion de la sefial de fluorescencia en la
vejiga a diferentes tiempos y concentraciones de Palbaociclib. ¢) Ampliacion de la sefal

de fluorescencia a los 15 min para los diferentes grupos de tratamientos.

FIG. 7. a) Imagenes de IVIS de las orinas obtenidas para los diferentes grupos, de
izquierda a derecha las columnas corresponden con los grupos: no tratados con
Palbociclib, 10 mg/Kg de Palbociclib, 50 mg/Kg Palbociclib, 100 mg/Kg, todos ellos
tratados con la sonda, y finalmente, 100mg/kg Palbociclib no tratados con la sonda Cy7-
Gal. b) Cuantificacion de fluorescencia para las muestras de orina de los diferentes
grupos con la técnica de IVIS. ¢) Medidas de fluorescencia obtenidos para las orinas
recogidas de los diferentes grupos. d) Cuantificacion fluorimétrica de las orinas para los

diferentes grupos.

FIG. 8. a) Im&genes ex vivo de los tumores de células 4T1 extraidos tras sacrificar a los
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diferentes grupos llevandose posteriormente a cabo la tincion con X-gal, marcador
comercial empleado para corroborar la existencia de senescencia celular, siendo posible
llevar a cabo una determinacion semi-cuantitativa en funcién de la coloracion azul-
verdosa que adquiere el tumor. De izquierda a derecha se observan los tumores del
grupo sin tratar con Palbociclib y los tumores obtenidos de los grupos tratados con
concentraciones de 10 mg/Kg, 50 mg/kg y 100 mg/Kg de Palbociclib. b) Cuantificacién
por IVIS de la sefal de fluorescencia para los diferentes tumores mostrados
anteriormente. ¢) Cuantificacion media de fluorescencia correspondiente a la sonda
hidrolizada de los tumores extraidos en cada grupo. d) Cuantificaciéon por IVIS de los
tumores y los 6rganos mas representativos para los diferentes grupos, mostrando que
Gnicamente se observa sefial en los tumores senescentes sin observarse sefial en los

diferentes 6rganos.
FIG. 9. a) Cuantificacion inmunohistoquimica del grado de senescencia mediante la
tincion del biomarcador de proliferacion Ki67. b) Cuantificacion del biomarcador Ki67

que muestra una caida de la proliferacion celular con el aumento de la concentraciéon de

Palbociclib empleada.

EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencién.

Ejemplo 1: Sintesis de la sonda Cy7-Gal:

La sonda Cy7-Gal se preparé de acuerdo con siguiente esquema de reaccion:
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a)
OA
OAc OAc AcQ TAC
HO KoCOs o
AcO CHLCN, 70°C o
H H Br °

Cy7-Gal

Producto 1

Materiales y métodos:

El compuesto 5-Formilsalicilaldehido fue adquirido en la casa Tokyo Chemical Industry
Co., Ltd. (TCIl) mientras que la a-acetobromogalactosa, el carbonato potéasico, la sal
inerte de 1-(4-sulfobutil)-2,3,3-trimethilindolium), el acetato sodico y el anhidrido acético
se adquirieron en Sigma-Aldrich. El acetonitrilo anhidro fue comprado a la casa Acros
Organics B.V.B.A. El buffer de fosfato salino (PBS) se adquiri6é a Sharlab S.L., El Medio
Eagle Modificado por Dulbecco’s (DMEM) y el suero bovino fetal (FBS) se compraron a
Gibco. Palbociclib fue adquirié a Selleckchem. Las placas de fondo transparente de 96
platos y cellTiter-Glo(R) Luminnescent Cell para viabilidad celular se obtuvieron en
Promega. Senescence beta-Galactosidase KIT para tincion de X-gal se adquiri6 en
Werfrem. Anti-Ki67 anticuerpo (ab833) se obtuvo de Abcam. Recombinada [-
Galactosidase-1/GLB1 Proteina humana (Human B-Gal) se obtuvo de R&D system a
biotechne brand. Las células 4T1 de (carcinoma de mama de ratén) fueron adquiridas a
American Type Culture Collection (AATC). Las hembras de ratén BALB/cByJ se
adquirieron a Charles River laboratories, Francia.

Para la espectrometria de masas se emple6 un espectrometro de masas Tripletof T5600
(ABSciex, USA). En el caso de la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) para la caracterizacion de *H y *C se empled un equipo Bruker FT-NMR Avance
400 (Ettlingen, Germany) spectrometre 300K empleandose tetrametilsilano (TMS) como
patrén interno. Las medidas de espectroscopia de fluorescencia se realizaron con un

equipo JASCO spectrofluorometer FP-8500. Mientras que las imagenes de
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fluorescencia confocal de los cultivos de células 4T1 fueron adquiridas en un
microscopio Leica TCS SP8 AOBS y analizadas usando el software Image. Por su parte
las imagenes de IVIS se adquirieron en un equipo IVIS® spectrum CT imaging y
analizadas empleando el software de imagen viva de Caliper Life Sciences tanto para
las muestras in vivo como en el caso de drganos y tumores ex vivo. Las medidas de
luminiscencia para los ensayos de viabilidad se realizaron en un equipo VICTOR
Multilabel Plate Reader (Pelkin Elmer)

Sintesis y caracterizacion:

Los reactivos 5-Formilsalicilaldehido (75 mg, 0.5 mmol), a-acetobromogalactosa (607
mg, 1.5 mmol) y carbonato potasico (400 mg, 4 mmol) fueron introducidos en un matraz
de fondo redondo bajo atmosfera de argén y disueltos en 30 mL de acetonitrilo anhidro.
La mezcla de reaccién se calenté a 70 °C en agitaciéon durante 4 h. manteniendo la
atmosfera inerte. Tras completar la reaccion, el disolvente fue evaporado mediante
presion reducida. El crudo de reaccion fue purificado empleando una columna de silice
gel y una mezcla hexano-acetato de etilo (2:1 v/v) como eluyente. El producto 1 se

obtuvo como un aceite verdoso claro (230 mg, 0.46 mmol, 92.6% rendimiento).

En una segunda etapa, el producto 1 obtenido en el paso previo (90 mg, 0.17 mmol) fue
introducido junto con sal 1-(4-sulfobutil)-2,3,3-trimethilindolium (100 mg, 0.35 mmol) en
un tubo Schlenk bajo condiciones inertes. Los soélidos fueron disueltos en 2 mL de
anhidrido acético. La reaccion se agita a 70 °C durante 4 h. bajo atmosfera inerte. Tras
ello, el disolvente es evaporado bajo presion reducida. El crudo de reaccion se purifica
mediante columna de cromatografia en fase reversa empleando como eluyente una
mezcla diclorometano: metanol (10:1 v/v) para obtener Cy7-Gal como un sélido marrén
rojizo (120 mg, 0.116 mmol, 68.1% rendimiento). *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,72
— 7,62 (m, 1H), 7,53 (dd, J = 7,5; 1,6 Hz, 1H), 7,49 — 7,43 (m, 2H), 7,42 — 7,32 (m, 2H),
7,00 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 6,79 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,69 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 6,37 (d, J = 1,7
Hz, 1H), 5,69 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 5,49 (d, J = 1,3 Hz, 1H), 5,42 (dd, J = 3,4; 0,9 Hz, 1H),
5,34 — 5,32 (m, 2H), 5,24 (s, 1H), 5,07 (dd, J = 10,4; 3,4 Hz, 1H), 4,17 — 4,04 (m, 4H),
3,48 (s, 4H), 2,91 (s, 4H), 2,03 (s, 12H), 1,93 (s, 4H), 1,82 (s, 4H), 1,58 (s, 12H).

1C- NMR (101 MHz, DMSO) 5 =169,98 (1C), 169,88 (1C), 169,83 (1C), 169,55 (1C),
169,53 (1C), 169,51 (1C), 160,25 (1C), 160,01 (1C), 158,49 (1C), 142,26 (4C), 135,71
(1C), 131,03 (1C), 130,85 (1C), 129,31 (2C), 129,10 (1C), 127,74 (2C), 126,92 (20),
122,89 (1C), 121,01 (2C), 115,67 (2C), 97,17 (1C), 73,73 (1C), 71,08 (1C), 68,35 (1C),
65,90 (1C), 63,53 (2C), 63,38 (2C), 61,51 (1C), 49,02 (2C), 36,20 (2C), 28,24 (2C), 24,39

18



10

15

20

25

30

ES 2733 357 Al

(1C), 24,26 (1C), 24,09 (1C), 23,68 (1C), 20,53 (1C), 20,48 (1C), 20,34 (1C), 20,25 (1C).
HRMS (espectrometria de masas de alta resolucion): Calculada para CszHezN2016S>
(M+H") 1035.3619 m/z; encontrada 1035.3606 m/z (M+H"), 1051.3546 (M+H20-2H").

Microscopia confocal:

Las células de carcinoma de mama de raton 4T1 fueron cultivadas en DMEM
suplementado con un 10% de FBS y se incubaron en un 20% de O, y 5% CO; a 37°C.
Las células fueron incubadas con 5 uM de Palbociclib en DMEM durante una semana
para inducir el proceso de senescencia. Posteriormente, las células fueron sembradas
en una placa de 96 pocillos de fondo plano transparente con una densidad de 6000
células para las senescentes y 4000 en control (sin tratamiento previo con Palbociclib).
Tras 24 horas las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de la sonda
Cy7-Gal y de su fluoréforo (Cy7) adquiriéndose las imagenes de microscopia confocal
tras 30 min de incubacion. Se observa un incremento en la emision de fluorescencia
superior a 10 veces entre las células senescentes tratadas con la sonda Cy7-Gal y las
células senescentes no tratadas (sefal de autofluorescencia). Este incremento en la
emision de fluorescencia es ligeramente superior entre las células senescentes y las
células control cuando ambas has sido incubadas en presencia de la sonda Cy7-Gal,
demostrando con ello la alta selectividad de la sonda en la deteccion de células

senescentes.

Espectroscopia de fluorescencia:

Las mediciones de fluorescencia de orina se llevaron a cabo tomando 5uL de orina y
diluyéndolo en agua destilada hasta los 100 pL. Las muestras se obtuvieron excitando
a 535nm y recogiendo el maximo de absorcion a 566nm. Se puede observar una clara
correlacion entre el grado de senescencia y la intensidad de fluorescencia emitida por

la orina correspondiente a la presencia del fluoréforo Cy7 libre.

Ensayos de viabilidad:

Las células de carcinoma de mama de raton 4T1 se cultivaron en DMEM suplementado
con un 10% de FBS y se incubaron en un 20% de O, y 5% CO, a 37°C. Para obtener
senescencia celular, las células fueron incubadas con 5 uM de Palbociclib en DMEM
durante una semana. Posteriormente, las células fueron sembradas en una placa de 96

pocillos de fondo plano transparente con una densidad de 6000 células para las
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senescentes y 4000 en control. Tras 24 h las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de la sonda Cy7-Gal y de su fluoréforo (Cy7). Las medidas de viabilidad
se obtuvieron tras 24 h de incubacion empleando CellTiter-GLO Luminescent Cell
Viability Assay como revelador. Los ensayos de viabilidad mostraron que tanto la sonda
Cy7-Gal como su fluoréforo Cy7 presentan una toxicidad minima incluso a tiempos de

exposicion mucho mayores a los empleados en los ensayos in vivo.

Ensayos In vivo:

Los ratones fueron mantenidos en el Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF)
siguiendo las recomendaciones de la Federaion of European Laboratory Animal Science
Associations (FELASA). Todos los procesos aplicados sobre los animales fueron
aprobados por el Comité Técnico de Investigacion para el bienestar de los animales
(CEIlyBA). Los tumores de mama 4T1 se generaron empleando células 4T1: Las células
se cultivaron en DMEM suplementado con FBS al 10% y penicilina estreptomicina. Para
generar la formacién de tumores de mama, las células se tripsinizaron y se contabiliaron
con un contador de células automatizado LUNA ™ vy se inyectaron por via subcutanea
en la mama izquierda de ratones hembra BALB/CBY de 28 a 34 semanas de edad a
una concentracion de 0.5-10° células en un volumen de 100 pl. El volumen del tumor
se midié cada dos dias con un calibrador y se calcul6 como V = (a x b2) / 2 donde a es
el més largo y b es el mas corto de dos didmetros perpendiculares. El Palbociclib se
administré por sonda oral diariamente durante 7 dias a diferentes concentraciones de
10 mg / kg, 50 mg / kg y 100 mg / kg disueltos en lactato sédico 50 mM a pH 5 con el fin
de inducir senescencia. Posteriormente, la sonda Cy7-Gal fue administrada a una
concentracion de 23,3 mg/ml en un volumen de 100 pl. Los ratones fueron monitorizados
durante 15 minutos post-inyeccién de la sonda en el equipo IVIS® siguiendo la
acumulacioén del fluoréforo Cy7 en la vejiga después de la hidrélisis de la sonda Cy7-
Gal en la presencia de células senescentes. Las ratonas orinaron tras salir de la
anestesia, momento en el que tanto la sonda Cy7-Gal como el fluor6foro Cy7 fueron
expulsados del organismo favorecido por la presencia de la unidad diurética. La
fluorescencia de las muestras de orina para los diferentes grupos de ratones fue
obtenida directamente empleando la técnica IVIS y posteriormente mediante
espectroscopia de fluorescencia, corroborando la correspondencia entre la emision de
fluorescencia de las muestras de orina y el grado de senescencia celular inducido a los
diferentes sujetos, asi como la posible deteccién de la sonda en el tracto urinario
permitiendo la medicion in vivo de senescencia celular.
20



ES 2733 357 Al

Posteriormente, los ratones fueron sacrificados y sus érganos extraidos rapidamente.
Para corroborar la presencia de senescencia celular, los tumores fueron tefiidos con el
kit comercial X-gal siguiendo el protocolo descrito con tal fin, dicha tincién permite una
semi-cuantificacion de senescencia en funcién de la coloracién, de igual forma se llevo
a cabo la tincién inmunohistoquimica de Ki67, biomarcador de proliferacion. La medicion
de fluorescencia en 6rganos y tumores para los diferentes grupos de ratones se realizd

con la técnica de IVIS.
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REIVINDICACIONES

Compuesto caracterizado por comprender:

- unaunidad de sefalizacién que consiste en un fluoréforo que comprende al
Menos un grupo aniénico y

- una unidad de reconocimiento que consiste en un sacarido,

donde la unidad de sefializacion esta unida directa y covalentemente a la unidad

de reconocimiento.

Compuesto, segun reivindicacion 1, donde el sacarido comprende entre 1 y 50

monosacaridos.

Compuesto, segun reivindicacion 2, donde el sacarido comprende entre 1y 20

monosacaridos.

Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde entre 60
y 95% de las unidades de monosacarido son galactosa, fucosa y/o derivados de

los mismos.

Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 3, los

monosacaridos son galactosa, fucosa y/o derivados de los mismos.

Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la unidad de

sefalizaciébn comprende dos grupos anidnicos.

Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde los grupos

anionicos son grupos sulfonatos, carboxilatos, sulfatos y/o haluros.

Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el fluoréforo

presenta una estructura como se define a continuacion:

22



10

15

20

25

30

ES 2733 357 Al

(1

donde A y Az son independientemente grupos arilo o heteroarilo,

p y g son independientemente un nimero entero que varia entre 1y 4,

Ri1 y Rz son independientemente un grupo -(CH2)»-Ra, donde:
Ra es un anién que se selecciona de la lista que consiste en: -SO3 -COy, -SOy,
haluro,
n es un nimero entero que varia entre 0 y 8,

XesO,N,P6Sy

Rs, R4, Rs, Rs son seleccionados independientemente entre: alquilo C1-C8, arilo y

heteroarilo,

~" representa el punto de unién covalente con un carbono de un monosacarido de

la unidad de reconocimiento.

9. Compuesto, segun reivindicacion 8, donde Al y A2 son independientemente

fenilo.
10. Compuesto, segun reivindicacion 8 0 9, donde p y q son independientemente 1.
11. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, donde R1y R2 son
independientemente un grupo -(CH2)n-SO3- ¢ -(CH2)n-CO2-, siendo n un
ndamero entero que varia entre 0y 8.

12. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, donde X es O.

13. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, donde R3, R4, R5,

R6 son independientemente metilo.

14. Compuesto, segun reivindicacion 8, donde el fluoréforo tiene la siguiente

formula:
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5 15. Compuesto, segun reivindicacion 8, que presenta la férmula siguiente:

donde R es H o acetilo.

10 16. Composicién que comprende el compuesto descrito en cualquiera de las

reivindicaciones anteriores 1 a 15 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable

17. Uso del compuesto descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, o de la
composicion descrita en la reivindicacién 16, como sonda para la deteccion de
15 células senescentes en una muestra de orina de un sujeto al que previamente

se le ha administrado dicho compuesto.
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