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Nuevos colorantes fluorescentes que se unen al ADN de
doble cadena

Descripcidn

La presente invencidén se refiere a una nueva clase de
colorantes fluorescentes que son capaces de emitir
fluorescencia en el caso de gque sean debidamente excitados
en la situacidén de encontrarse especificamente unidos a un
dcido nucleico de doble cadena o dsADN. Estos colorantes
que se unen a dsADN son utilizados frecuentemente para
controlar la amplificacién del &acido nucleico en tiempo
real o para llevar a cabo anadlisis de curvas de fusidn de
ADN con dependencia de la temperatura.

Técnicas anteriores

Los colorantes fluorescentes que se unen a ADN de
doble cadena, tal como bromuro de etidiuino, han sido
utilizados durante largo tiempo para el marcado de &acidos
nucleicos con matrices de gel gque han sido sometidas a
electroforesis.

De modo igualmente importante, los colorantes
fluorescentes que se unen a ADN de doble cadena han sido
utilizados en la técnica para control en tiempo real de 1la
amplificacién de Aacidos nucleicos, tales como PCR, o
andlisis de curva de fusidn. El correspondiente producto de
amplificacién es detectado por un colorante fluorescente
que se une a ADN, que emite una correspondiente seflal de
fluorescencia cuando tiene 1lugar 1la interaccidn con el

dcido nucleico de doble cadena después de excitacidén con
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una luz gque tiene la longitud de onda apropiada. Se ha
demostrado que es adecuado para esta aplicacién el
colorante que se intercala por 1lo menos parcialmente
SybrGreenl (sondas moleculares).

Debido al hecho de que la deteccidén de amplificacidn
en tiempo real con este formato no puede discriminar entre
productos especificos y artefactos de amplificacidén, tales
como cebador/dimeros, se lleva a cabo habitualmente wun
andlisis subsiguiente de curva de fusidén. Después de
completar la reaccidn PCR, se incrementa la temperatura de
la muestra y se detecta la fluorescencia siempre gque el
SybrGreen se haya unido al ADN de doble cadena presente en
las muestras. Después de la disociacién del ADN de doble
cadena la seflal disminuye inmediatamente. Esta disminucidn
es controlada con un fluorescente apropiado con respecto a
un grafico tiempo-temperatura, de manera tal gque se puede
determinar un primer valor derivado para el que se observa
la médxima disminucidén de fluorescencia. Dado que los ADN de
doble cadena cebador/dimero son habitualmente cortos, la
disociacién en ADN de <cadena TUnica tiene 1lugar a
temperaturas mas bajas con respecto al producto de
amplificacidén especifico de doble cadena.

Se conocen en la técnica varios colorantes
fluorescentes que se unen a ADN de doble cadena, que pueden
ser utilizados como agente de deteccidédn para PCR en tiempo
real y anadlisis de curvas de fusidén. El ejemplo mas notable
y utilizado més frecuentemente es SybrGreen I, gue es un
colorante de cianina mondémero asimétrico gque comprende un

sistema de anillo de benzotiazolio N-alquilado gque esta
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enlazado con intermedio de un puente de monometina a un
anillo de piridinio o de guinolinio (US 5.658.751). De
manera mas precisa, SybrGreen tiene la férmula gquimica [2-
[N- (-3-dimetilaminopropil) -N-propilamino] -4-[2,3-dihidro-3-

metil- (benzo-1,3-tiazol-2-11) -metilideno] -1-fenil-

guinolinio]l]+ (Zipper, H., y otros, Nucl. Acids Res. 32
(2004) el03). En el colorante relacionado PicoGreen, la
férmula quimica es [2- [N-bis- (-3-dimetilaminopropil) -

amino] -4-[2,3-dihidro-3-metil- (benzo-1,3-tiazol-2-1il) -
metilidenol-1-fenil-quinolinio] +.

El documento 4.937.198 da a conocer un colorante
relacionado fluorescente que se une a ADN, que tiene 1la
férmula quimica 3-metil-2-[[(3,7-dimetil-6-purinilideno) -
metil] -benzotiazolio, que ha sido utilizado
satisfactoriamente para el marcado de &acido nucleico en
ensayos basados en células. Otros colorantes y respectivos
medios analiticos se dan a conocer en el documento de
Moreda, W. y Forrester, A.R., Tetrahedron 53 (1997) 12595-
12604.

El documento WO 04/38038 da a conocer ejemplos de
colorantes fluorescentes que se unen a dsADN que se basan
en un sistema de anillo de pirimidinio y benzotiazolio que
estdn conectados a un puente de metina. En contraste con
SybrGreen, es posible wutilizar estos colorantes para
detectar productos de amplificacidén PCR en condiciones de
saturacidén, es decir, elevadas concentraciones en las que
cada molécula de ADN se une ya con un nUmero maximo de
moléculas de fluorescente. Dentro del documento  US

2005/233335, el mismo grupo de inventores da a conocer
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otros ejemplos especificos de moléculas fluorescentes due
comprenden una fraccién de pirimidina y wuna fraccidn de
benzotiazolio.

Muchos de los colorantes que se han dado a conocer han
sido utilizados satisfactoriamente para PCR en tiempo real
y analisis de amplificacidén de curvas de fusidén. No
obstante, todos los colorantes fluorescentes que se unen a
ADN de doble cadena descritos en la técnica tienen o bien
una estabilidad limitada y/o tienen utilizaciones solamente
limitadas para métodos mejorados de analisis de curva de
fusidén. Para estos métodos mejorados de andlisis de curva
de fusidn, que se pueden aplicar para escaneado de mutacidn
(WO 04/38038), los efectos de cambios menores de
temperatura con respecto al estado de conformacidén del
dcido nucleico objetivo son objeto de anédlisis.

De este modo ha sido un objeto de 1la presente
invencidén dar a conocer un colorante fluorescente dgque se
une a ADN de doble cadena, mejorado, dgue aumenta la
estabilidad y mejora el rendimiento durante el anédlisis de
la curva de fusidn de ADN.

Breve descripcidn de la invencidn

En un primer aspecto, la presente invencidn esta
dirigida a un colorante fluorescente que comprende una
fraccién de Dbenzotiazolio y una fraccién de pirimidinio
conectadas por un puente mono-metina, caracterizado porque:

(1) la posicién 2 de la pirimidina 1lleva un
sustituyente que empieza con un atomo de C; y

(ii) las posiciones 5 y 6 del anillo de pirimidina son

parte integral de otra estructura de anillo aromatico.
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De manera mas precisa, en un primer aspecto la
presente invencidn esta dirigida a un colorante

fluorescente que tiene la férmula:

caracterizado porque:

- cualquiera de Al, A2, A3 y A4 son H o uno de Al, A2,
A3 y A4 es un sustituyente que es preferentemente un
halogenilo, y los otros son H

- B se selecciona del grupo que consiste en S, O, N-R,
y C-(R); en el que R es C;-Cg-Alquilo

- D es un C;-C¢ alquilo sustituido o no sustituido

- X es H o un grupo metoxi

- Y se selecciona del grupo que consiste en S, O, N-R
en el que R es C;-Ce-Alquilo, y Z21-C=C-Z2, en el que Z1 y Z2
independientemente uno de otro son H o un grupo metoxi

- L es CH; o fenilo

- M es fenilo o un C;-Cig amino-alquilo sustituido o no
sustituido.

En una realizacidén, D es - (CH2)n-COOH &6 - (CH2)n-CO-
Osuccininimidaa, caracterizado porque n es un nimero entero
comprendido entre 1 y 6.

De manera ventajosa, M es - (CH;)n - N'-(CH3);, en el

gque n es un numero entero comprendido entre 1 y 18.
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En un segundo aspecto, la presente invencidén esté
dirigida a wun procedimiento para la preparacidén de un
colorante fluorescente de acuerdo con la reivindicacidn 1,
que comprende las siguientes etapas:

a) disponer wuna sustancia quimica gque tiene la

férmula:

caracterizada porque

- X es H o un grupo metoxi

- Y es seleccionado entre el grupo que consiste en S,
O, N-R, en el que R es C;-C¢-Alquilo, y Z1-C=C-Z2, en el que
Z1l y Z2 son independientemente uno de otro H o un grupo
metoxi

- L es CH; o fenilo

b) hacer reaccionar dicha sustancia con un cloruro
dcido sustituido a efectos de generar un derivado de 1,4-
dihidropirimidin-4-ona

c) hacer reaccidén dicho derivado de 1,4-
dihidropirimidin-4-ona con un reactivo de tionacidn para
generar un derivado de 1,4-dihidropirimidin-tiona

d) hacer reaccidn dicho derivado de 1,4-
dihidropirimidin-tiona con yodometano para generar un
derivado de 4-metiltio-pirimidina

e) hacer reaccionar dicha 4-metiltio-pirimidina con un

compuesto de férmula:
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A4
A B
As N
A, D
caracterizado porque:
- cualquiera de Al, A2, A3 y A4 son H o uno de Al, A2,
A3 y A4 es un sustituyente gque es preferentemente un

halogenilo, y los otros son H
- B es seleccionado de un grupo que consiste en S, O,
N-R, y C-(R )2 en el que R es C;-Cgs-alquilo

- D es un C;-Cs alquil sustituido o no sustituido.

Los compuestos de la presente invencidn pueden ser
utilizados para una serie de aplicaciones distintas.

En particular, 1los compuestos de acuerdo con la
presente invencidén son wutilizados para la deteccidn de

dcidos nucleicos de doble cadena.

En una realizacidén, los compuestos seglin la presente

invencidén son utilizados para la deteccidn de A&cidos

nucleicos de doble cadena durante una reaccioén de

amplificacidén de acido nucleico en tiempo real.

En una segunda realizacidén, los compuestos seglin la

presente invencidén son wutilizados para la deteccidn de

dcidos nucleicos de doble cadena durante un analisis de

curva de fusiodn.

En otra realizacidn, los compuestos segin la presente

invencidén son utilizados para 1la deteccidn de Aacidos

nucleicos de doble cadena en la matriz de gel, de manera
que los acidos nucleicos de doble cadena han sido sometidos

a electroforesis de gel.
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Breve descripcidén de las figuras

Figura 1. Esquema de sintesis para RO3.
Figura 2. Esquema de sintesis para RO4.
Figura 3. Esquema de sintesis para R11.

5 Figura 4. Esquema de sintesis para R12.
Figura 5. Esquema de sintesis para R13 y R14.
Figura 6. Esquema de sintesis para R26.
Figura 7. Esquema de sintesis para R27.
Figura 8. Esquema de sintesis para R28.

10 Descripcidn detallada de la invencidn

Compuesto segln la presente invencidn

La presente invencidén estéd dirigida a un colorante

fluorescente que tiene la férmula:

15 caracterizada porque:
- cualquiera de Al, A2, A3 y A4 son H o uno de Al,
A3 y A4 es un sustituyente que es preferentemente

halogenilo y los otros son H

- B es seleccionado del grupo que consiste en S, O,

20 R, vy C-(R), en el que R es C;-Cgs-alquilo
- D es un C;-Cs alquilo sustituido o no sustituido

- X es H o un grupo metoxi

A2,

un

N-
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- Y es seleccionado del grupo que consiste en S, O, N-
R en el que R es C;-Cg-alquilo, y Z1-C=C-Z2, en el que Z1 vy
Z2 independientemente entre si son H o un grupo metoxi

- L es CH3 o fenilo

- M es fenilo o un C;-Cig amino-algquilo sustituido o no
sustituido.

Una importante caracteristica de dicho colorante
fluorescente que comprende una fraccidén de benzotiazolio y
una fraccidn de pirimidinio relacionada a un puente de
mono-metina es que la posicidén 2 de la pirimida lleva un
sustituyente que empieza con un Atomo de C. Como
consecuencia dichos componentes fluorescentes tienen una
estabilidad térmica y gquimica incrementada en comparacidn
con otros colorantes fluorescentes conocidos en la técnica.

Una segunda caracteristica importante es que las
posiciones 5 y 6 del anillo de pirimidina son una parte
integral de una estructura de anillo aromdtico adicional.
Conjuntamente estas dos estructuras de anillo forman una
quinazolina o en otras realizaciones otras estructuras
heterociclicas. Como consecuencia, los espectros de
excitacién y emisidén del compuesto fluorescente son
distintos de los que se dan a conocer en los documentos WO
04/38038 y US 2005/233335, pero similares al de SybrGreen.
Por lo tanto, 1los compuestos de 1la presente invencidn
pueden ser detectados por los mismos canales de deteccidn
que los explicitamente configurados para la deteccidn
SybrGreen. Ademas, dentro de un armazdn determinado dichos

espectros de emisidn pueden ser modulados escogiendo una u
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otra alternativa de los sustituyentes X e Y de dicho
compuesto.

Preferentemente, solamente un representante de Al, A2,
A3 y A4 es una sustitucidén. También de forma preferente
dicha sustitucidén es un halogenilo que de manera mas
preferente es un &atomo de fluor. Asimismo es altamente
preferente B como atomo de azufre.

En los casos en los que el compuesto fluorescente se
utilizard como colorante no conjugado a una segunda
fraccidén guimica, D es un grupo metilo u otro grupo C,-Cg
alquilo. No obstante, en casos en los gue el compuesto
fluorescente de la presente invencidén estard conectado a
una segunda entidad quimica, D es -(CH2)n-COOH & - (CH2)n-
COOsuccininimida, caracterizada porque n es un namero
entero comprendido entre 1 y 6. Preferentemente, para estos
casos n es 3 6 4. El1 compuesto fluorescente puede estar
unido por intermedio de los respectivos grupos a cualquier
tipo de otra molécula, y en particular a biomoléculas. Por
ejemplo, este compuesto puede estar unido al extremo 5’ de
un oligonucleétido. E1 conjugado resultante puede actuar
entonces como sonda de hibridacidén que, después de
excitacidén apropiada, emite fluorescencia solamente cuando
dicho oligonucledétido ha sido hibridizado a una secuencia
de &cido nucleico objetivo complementaria.

En una realizacidén, L es un grupo fenilo y M es un C;-
Cig amino-alquilo sustituido o) no sustituido.
Alternativamente, M es un fenilo y L un grupo metilo.
También de forma alternativa L es un grupo metilo y M es un

grupo C;-C;g amino-algquilo sustituido o no sustituido. Las
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realizaciones en las que L y M son grupos fenilo son menos
preferentes porque estas moléculas tienden a tener menos
propiedades de intercalacidén con ADN. En particular, M
puede ser - (CHz;)n - N+-(CH3);, en la que n es un nGmero
entero comprendido entre 1 y 18.

La estructura de anillo aromdtico adicional conectada
a la pirimidina con intermedio de su posicidén 5- y 6- (tal
como se ha definido dentro de la propia pirimidina) en una
realizacidén es un anillo de fenilo, tal que se forma una
quinazolina. Este anillo de fenileno puede estar sustituido
por uno o dos grupos metoxi en las posiciones 6 y/o 7 del
sistema del anillo de quinazolina.

En otra realizacidén la estructura de anillo aromatico
es un penta-heterociclo gque tiene un atomo de azufre dgue
forma una tieno([3,2-d]lpirimidina.

Ademds, cuando dichos compuestos segin la invencidn se
encuentran presentes en estado sdlido, el contraidén
preferente es un halbdgeno tal como yodo o cloro.

Son compuestos altamente preferentes los de las
estructuras siguientes:

RO3:
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R0O4:

R11:

R12:
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R13:

R14:

R26:
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R27:

R28:

Procedimientos segin la presente invencidn

Todos 1los compuestos que se han dado a conocer de
acuerdo con la invencidén se pueden sintetizar en un método
especifico de acuerdo con la presente invencidén. Por 1lo
tanto, la presente invencidén estd dirigida también a un
procedimiento para la preparacidn de un colorante
fluorescente de acuerdo con 1la reivindicacidén 1 que
comprende las siguientes etapas:

a) disponer una sustancia quimica que tiene la férmula



5

10

15

20

N-R,

ES 2348 357 T3

- 15 -

caracterizado porque:

- X es H o un grupo metoxi

- Y se selecciona entre el grupo que consiste en S, O,

en el que R es C;-Cg-alquilo, y Z1-C=C-Z2, en el que Z1

independientemente entre si son H o un grupo metoxi

- L es CH; o fenilo

b) hacer reaccionar dicha sustancia con un cloruro
dcido sustituido para generar un derivado de 1,4-
dihidropirimidin-4-ona

c) hacer reaccionar dicho derivado de 1,4-
dihidropirimidin-4-ona con un reactivo de
tionilacidén a efectos de generar un derivado de 1,4-
dihidropirimidin-tiona

d) hacer reaccionar dicho derivado de 1,4-
dihidropirimidin-tiona con yodometano a efectos de
generar un derivado de 4-Metiltiopirimidina

e) hacer reaccionar dicho derivado de 4-Metiltio-

pirimidina con un compuesto que tiene la férmula

A4
Ay B
A; N
A D

caracterizado porque:
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- cualquiera de Al, A2, A3 y A4 son H o uno de Al, A2,
A3 y A4 es un sustituyente qgque es preferentemente un
halogenilo y los otros son H

- B es geleccionado entre un grupo gue consiste en S,
O, N-R, vy C-(R )2 en el que R es Ci;-Cg-alquilo

- D es un C;-C¢ alquilo sustituido o no sustituido.

En el contexto de la presente invencidn un agente de
tionacién se define como un reactivo gque transforma un
grupo carbonilo en un grupo tiocarbonilo. Preferentemente
este reactivo es un reactivo de Lawesson (catdlogo FLUKA) .

De manera mas precisa, el procedimiento de la
invencién se puede dar a conocer del modo siguiente:

Los materiales iniciales para 1la sintesis de los
nuevos colorantes que se unen a ds DNA son en general
compuestos orto amino-carboxi aromaticos que se encuentran
a disposicidn comercialmente o que se pueden sintetizar de
acuerdo con los procedimientos habituales descritos en la
literatura. Estos compuestos aromidticos pueden consistir en
estructuras de anillos de arilo y heterocarilo gque pueden
ser sustituidos ademds en adicién a la funcidn amino vy
carboxi en ciertas posiciones del anillo. Son compuestos
preferentes teniendo en cuenta la presente invencidn el
dcido 2-amino Dbenzoico u otros acidos 2-amino-benzoicos
sustituidos y especialmente derivados que llevan uno o dos
grupos metoxi. Los acidos orto amino-carboxilicos
heterocaromaticos preferentes tienen una estructura de
anillo de cinco miembros, poseyendo un atomo de azufre,

oxigeno o nitrdégeno tal como en el tiofeno, furano vy
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pirrol. La posicidén preferente de los grupos orto amino-
carboxilicos es la sustitucidn 3-amino-2-carboxi.

El grupo aminio de los compuestos orto amino-carboxi
aromdticos puede poseer o bien un segundo sustituyente o
uno de los atomos de hidrdégeno es sustituido en una etapa
posterior de la sintesis de los nuevos colorantes. Estos
sustituyentes pueden comprender cadenas alquilo o son
compuestos arilo. Son especialmente preferentes metilo o
fenilo.

Si los compuestos aromdticos con grupos orto amino-
carboxi poseen ya el sustituyente apropiado en el grupo
amino, éstos pueden ser reaccionados directamente con una
amina por activacidén a un cloruro acido, utilizando, por
ejemplo, cloruro de tionilo o dicloruro de oxalilo u otros
métodos habituales y haciendo reaccionar habitualmente con
amoniaco pasando a la amida. Por ejemplo, el &cido N-
fenilantralinico puede ser transformado en amida N-
fenilantralinica con el método que se da a conocer.

En caso de que los compuestos aromaticos con grupos
orto amino-carboxi necesiten ser sustituidos adicionalmente
en el grupo amino, el procedimiento es el siguiente: en
primer lugar una reaccién, por ejemplo, con etil
cloroformato, fosgeno, difosgeno o trifosgeno que se lleva
a cabo para formar una benz-3H-(1l,3)oxacina-2,6-diona, una
benz-3H- (1, 3)oxacina-2, 6-diona sustituida o una
heterociclo-3H-(1,3)oxacina-2,6-diona. El nitrdégeno de la
benz-3H-(1,3)oxacina-2,6-diona o una benz-3H-(1l,3)oxacina-
2,6-diona sustituido o heterociclo-3H-(1,3)oxacina-2,6-

diona se puede sustituir por el siguiente procedimiento de
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alquilacién. En primer 1lugar, se lleva a cabo wuna
desprotonacién utilizando wuna base fuerte, tal como por
ejemplo hidruro sédico, y el anién formado de esta manera
reacciona con un haluro de alquilo o un compuesto de
algquilo con otros grupos cedentes, tales como por ejemplo
tosilato, para formar una benz-3-alquilo-3H-(1,3)oxacina-
2,6-diona, una benz-3-alquilo-3H-(1,3)oxacina-2,6-diona

sustituida o una heterociclo-3-alquilo-3H-(1,3)oxacina-2,6-

diona. Es especialmente preferente la reaccidén con
yodometano, pasando a benz-3-metil-3H-(1,3)oxacina-2,6-
diona, una benz-3-metil-3H-(1,3)oxacina-2,6-diona

sustituida o wuna heterociclo-3-metil-3H-(1,3)oxacina-2,6-
diona.

En una tercera etapa la benz-3-alquilo-3H-
(1,3)oxacina-2,6-diona, benz-3-alquilo-3H-(1,3)oxacina-2,6-
diona sustituida o heterociclo-3-alquilo-3H-(1,3)oxacina-
2,6-diona es obligada a reaccionar con amoniaco para
conseguir 2-alquiloamino-benzamida, 2-alquiloaminobenzamida
sustituida, o un compuesto heterociclico de &acido 3-
alquilometil-2-carboxilico amida, especialmente un derivado
de tiofeno, furano o pirrol.

Las amidas preparadas de este modo fenilen-, fenilen
sustituido, o amidas heterociclicas - &acido orto arilo- o
alquilamino carboxilico se pueden transformar en 1los
derivados apropiados de 1H-quinazolin-4-ona o los derivados
de l1H-pirimidin-4-ona con  una estructura de anillo
heterociclico de 5 miembros condensada por una reaccidn con
cloruros &cidos de alquilo o arilo o cloruros de &cido

alquil-aril carboxilico sustituidos. En vez de cloruros de
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dcido carboxilico se pueden aplicar otros aditivos tales
como anhidridos, anhidridos mixtos o aldehidos con
oxidacidén subsiguiente con permanganato potédsico. En el
caso de, por ejemplo, cloruros de &acido alquil carboxilico
sustituido el sustituyente puede consistir en grupos amino
O grupos amino algquilados o un precursor gue puede ser
transformado en un grupo amino, tal como por ejemplo un
haluro, gque puede reaccionar con amoniaco o aminas
sustituidas para formar wuna amina primaria, secundaria,
terciaria o cuaternaria en la cadena lateral en la posicidn
2.

En la siguiente etapa 1la funcidn carbonilo del
derivado de 1H-quinazolin-4-ona o el derivado 1H-pirimidin-
4-ona con una estructura de anillo heterociclico condensado
de 5 miembros se hace reaccionar adicionalmente, por
ejemplo, con pentasulfuro fosforoso o reactivo de Lawesson
para conseguir los derivados de 1H-quinazolin-4-tion o
derivados 1H-pirimidin-4-tion con una estructura de anillo
heterociclico condensada de 5 miembros.

En la siguiente etapa los derivados de 1H-quinazolin-
4-tion o bien los derivados de 1H-pirimidin-4-ona con una
estructura de anillo heterociclico condensada de 5
miembros, tales como tieno, furo o pirrol, son metilados
con yodometano u otros reactivos tales como, por ejemplo,
dimetilsufato para proporcionar una sal 2-alquil/alquilo
sustituido/o aril-4-metilsulfanil-1-alquil/o aril-
quinazolin-1-io o el 2-alquil/alquilo sustituido/o aril-4-
metilsulfanil-l-alquilo/o aril-tieno(3,2-d)pirimidin-1-io o

los derivados anadlogos furo o pirrolo.
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Finalmente estos compuestos se hacen reaccionar con 3-
algquil-2-metil-benzotiazol-3-io yodo o con 3-alquil-2-
metil-benzotiazol-3-io yodo sustituido adicionalmente, en
condiciones Dbéasicas, que se encuentran a disposicidn
comercialmente o gque se pueden sintetizar de acuerdo con
procedimientos publicados para conseguir los nuevos
colorantes que se unen a ds ADN. El1 contraién se puede
variar de acuerdo con los reactivos aplicados para la
alquilacidén en la posicidén 3 del 2-metil-benzatiazol o
intercambiado en el producto final.

Aplicacién de los compuestos fluorescentes segtin la

presente invencidn

Los compuestos de la presente invencidn pueden ser
utilizados para una serie de distintas aplicaciones. Del
modo mas importante, los compuestos pueden ser utilizados
para detectar acidos nucleicos de doble cadena. Dado que se
sabe que algunos colorantes asimétricos de carbocianina se
intercalan en Aacidos nucleicos de doble cadena, tales como
ADN de doble cadena, y/o se unen en la ranura menor de la
hélice doble de ADN, existe la evidencia de que la forma de
unir ADN de doble cadena por compuestos de la presente
invencidén es similar sino idéntico.

En una realizacidén los compuestos segin la invencidn
son utilizados para la deteccidn de A&acidos nucleicos de
doble cadena en 1la matriz de un gel en el que se han
sometidos acidos nucleicos de doble cadena a electroforesis
de gel. En primer lugar se lleva a cabo una electroforesis
en gel de &acido nucleico en gel de agarosa o en un gel de

acril amida de acuerdo con métodos estandar conocidos en
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esta técnica. A continuacidn, dicho gel es incubado
preferentemente con agitacidén suave continua en una
solucidén acuosa que contiene 0,2 a 1,5 ug/ml de un
compuesto del tipo que se ha indicado en 1lo anterior.
Preferentemente, se utiliza una concentracidén de 0,7 ug/ml.

En otra realizacidén, los compuestos seglin la presente
invencidén son utilizados para la deteccidn de Aacidos
nucleicos de doble cadena durante una reaccidén de
amplificacién de &cido nucleico en tiempo real. En este
contexto, el compuesto de la invencidn es una parte de una
mezcla de reaccidén PCR y se encuentra presente ya al inicio
de la reaccidén de amplificacidédn. Tal como se ha mostrado
por los inventores, los compuestos de 1la invencidén no
interfieren con la eficacia de dicha reaccién de
amplificacién PCR.

Por lo tanto, una mezcla de acuerdo con la presente
invencidén comprende, como minimo:

- un compuesto de acuerdo con la presente invenciédn,
TAL COMO SE HA INDICADO EN LO ANTERIOR

- una ADN polimerasa termoestable

- una mezcla de trifosfatos deshoxinucledsidos que es
habitualmente dA, dG, dC y dT, o dA, dG, dC y dU y

- un tampdn.

Cuando son adecuados para amplificacién de wuna o
varias secuencias objetivo de acido nucleico especificas,
esta mezcla de reaccidén PCR puede comprender:

- un compuesto de acuerdo con la presente invencidn

- una ADN polimerasa termoestable
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- una mezcla de trifosfatos desoxinuclebdsidos gue es
habitualmente dA, dG, dC y dT o dA, dG, dC y du,

- un tampdn, y

- como minimo un par de cebadores de amplificacién.

Dicho par de cebadores de amplificacidén estd disefiado
para amplificar una secuencia especifica de interés de
acuerdo con métodos estandar conocidos en la técnica de
biologia molecular.

Ademas, cuando se lleva a establecer contacto con una
muestra que se debe analizar, dicha mezcla de reaccidén PCR
comprende

- un compuesto, segln la presente invencidn

- una ADN polimerasa termoestable,

- una mezcla de trifosfatos desoxinuclebdsidos gue es
habitualmente dA, dG, dC y dT o dA, dG, dC y du,

- un tampédn,

- como minimo un par de cebadores de amplificacidn

- un acido nucleico, como minimo parcialmente
purificado, que putativamente comprende una secuencia
especifica de interés.

Dicho &acido nucleico parcialmente purificado es
preferentemente ADN gendmico total o alternativamente ARN
celular total o mARN celular total. En el caso de ARN, la
ADN polimerasa termoestable es una ADN polimerasa oO una
mezcla de ADN polimerasas comprendiendo actividad de
transcriptasa inversa.

Las concentraciones de todos los reactivos incluidos
son conocidas aproximadamente por los técnicos en la

materia y se pueden optimizar para adaptaciones especificas
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de acuerdo con protocolos estédndar. La concentracidén del
compuesto fluorescente, de acuerdo con la presente
invencidén, es de 0,1 a 10,0 ug/ml preferentemente de 0,6
ug/ml.

En otra realizacidn, los compuestos, segln la
invencidén, son wutilizados para 1la deteccidn de Aacidos
nucleicos de doble cadena durante un analisis de curva de
fusidén, tal como se ha dado a conocer para otros compuestos
conocidos en esta técnica. De manera mas precisa, un
fragmento de ADN de doble cadena es sometido a un gradiente
térmico en presencia de un compuesto de acuerdo con la
presente invencidn. Preferentemente, el gradiente es un
gradiente continuo, pero también son posibles gradientes
escalonados. Mas preferentemente, el gradiente es un
gradiente lineal. En una realizacidén especifica, la muestra
es sometida a un incremento de temperatura que tiene como
resultado la generaciédn de una curva de disociacidn. En
otra realizacidén, la molécula objetivo de doble cadena es
desnaturalizada térmicamente en primer lugar en cadenas
simples y se controla la dependencia de la fluorescencia en
cuanto a la temperatura durante la renaturalizacidn
subsiguiente.

La concentracidén del compuesto fluorescente, de
acuerdo con la invencidn para un anadlisis de curva de
fusidn, estd comprendida entre 0,1 a 10,0 png/ml vy
preferentemente es de 0,6 ug/ml.

Preferentemente, el fragmento de ADN de doble cadena
que serd analizado se deriva de una reaccidn de

amplificacién PCR. Ademds, el control de amplificacidén en
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tiempo real se puede monitorizar utilizando un compuesto de
acuerdo con la invencidn y se puede seguir por cualquier
andlisis de curva de fusidén subsiguiente utilizando dicho
compuesto. Preferentemente, ese procedimiento es realizado
de forma homogénea sin apertura intermedia del recipiente
de reaccidn.

De forma alternativa, es posible mezclar los
complementos de dos variantes distintas de una secuencia
gue se origina de dos muestras diferentes antes del propio
experimento de la curva de fusidén. En una primera etapa,
los dos ADN de doble cadena son mezclados y térmicamente
desnaturalizados en cadenas Gnicas. La disminucidn
subsiguiente de la temperatura tiene como resultado la
formacién de hibridos mixtos de doble <cadena. Las
variaciones en las secuencias de los dos ADN originales
resultan en faltas de correspondencia qgue resultan
adicionalmente en una temperatura de fusidén més baja de los
hibridos mixtos que se han generado. Estas faltas de
correspondencia son detectadas por medio del control de 1la
dependencia de temperatura de la seflalizacidn fluorescente
durante el subsiguiente incremento de temperatura.

También de forma alternativa es posible afladir wuna
sonda de Aacido nucleico de cadena UGnica con una
concentracidén molar en exceso a una muestra de A&cido
nucleico de doble cadena tal como amplicon PCR. En este
caso, la curva de fusidén mide el comportamiento de fusidn
del complejo sonda/amplicon. En el caso de faltas de
correspondencia entre la sonda y el objetivo se observan

temperaturas de fusidén mas bajas.
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Ademés, es posible utilizar una sonda de hibridacidén
de oligonucledtidos para analisis de la curva de fusidn
caracterizada porque un compuesto fluorescente de acuerdo
con la invencidén es enlazado de forma covalente a dicha
sonda de hibridacidén. Después de la hibridacién de dicha
sonda, se genera una estructura por lo menos parcialmente
de doble cadena y se controla la seflalizacidén fluorescente
del compuesto fluorescente.

Los siguientes ejemplos y figuras se facilitan para la
comprensidén de la presente invencidn, cuyo verdadero ambito

es el indicado por las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1.

Sintesis de R03
RO3:

1) 2-Fenilamino-benzamid a

10 g (46,9 mmol) de a&acido N-fenilantranilico fueron
disueltos en 100 ml de tolueno y se afladieron 8,37 g (5,10
ml, 70,3 mmol) de <cloruro de tionilo. La mezcla fue
sometida a ebullicidén durante 30 minutos, se evapord y el
residuo de color rojo se afladié a 30 ml de amoniaco

concentrado. La suspensidén fue agitada durante una noche,
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filtrada y cristalizada a partir de una mezcla de acetato
de etilo/metanol.
Rendimiento: 6,0g= 60% de material en polvo amarillo-
naranja
2) 2-Etil-1-fenil-1H-quinazolin-4-ona

Se disolvieron 2,0 g (9,42 mmol) de 2-fenilamino-
benzamida en 30 ml de triclorometano, 1la solucidén fue
enfriada a 0°C y se afladieron lentamente 2,61 g (2,44 ml,
28,2 mmol) de cloruro de propionilo. La mezcla fue sometida
a ebullicidén durante 90 minutos y después de ello fue
neutralizada con solucidén de bicarbonato sdédica saturada.
Después de la evaporacidn, la sustancia fue cristalizada a
partir de isopropanol.
Rendimiento: 1,85g = 78% de material en polvo de color
amarillo.
3) 2-Etil-1-fenil-1H-quinazolin-4-tiona

1,50 g (5,99 mmol) de 2-etil-1-fenil-1H-quinazolin-4-
ona y 2,42 g (5,99 mmol) de reactivo de Lawesson
(C14H140,P,S,, Fluka) fueron suspendidos en 40 ml de tolueno y
sometidos a ebullicidén durante 1 Thora. Después de
evaporacion, la mezcla en bruto fue ©purificada por
cromatografia de columna sobre gel de silice con eluyente
de diclorometano/acetona 95/5.
Rendimiento 1,36g = 85% de material en polvo de color
naranja.
4) 2-Etil-4-metilsulfanil-1-fenil-quinazolin-1-io

1,0 g (3,72) de 2-etil-l1-fenil-1H-quinazolin-4-tiona
fueron afladidos a 15 ml de yodometano y se agitd durante 1

hora. La mezcla fue filtrada y lavada con etil éter.
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Rendimiento: 1,0 g = 65%
5) Yoduro de 2,3-Dimetil-benzotiazol-3-io

14,9 g (12,7 ml, 0,10 mol) de 2-metil-benzotiazol vy
28,4 g (12,5 ml, 0,20 mol) de yodometano fueron sometidos a
ebullicidén durante 7 horas en 20 ml de etanol. El1l residuo
fue filtrado y lavado con etanol.
Rendimiento: 17,0 g = 58% de material en polvo incoloro
6) Cloruro de 2-(2-Etil-1-fenil-1H-quinazolin-4-
ilidenmetil)-3-metil-benzotiazol-3-io

400 mg (1,37 mmol) de vyoduro de 2,3-dimetil-
benzotiazol-3-io y 559 mg (1,37 mmol) de 2-etil-4-
metilsulfanil-1-fenil-quinazolin-1-io fueron disueltos en
10 ml de dimetilformamida y se afladieron 554 mg (0,76 ml,
5,47 mmol) de trietilamina. La mezcla fue agitada durante 1
hora a 80°C. El residuo fue filtrado y lavado con &cido
clorhidrico (10%) .

Rendimiento: 250 mg= 42%

Ejemplo 2:

Sintesis de R04

1) 2-(3-Dimetilamino-butil)-1-fenil-1H-quinazolin-4-on a
3,80 g (20,9 mmol) de A&cido dimetilamino-pentanoico

fueron afiadidos a 25 ml de cloruro de tionilo y se agitd
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durante 90 minutos a 55-60°C. El cloruro tionilo restante
fue destilado en vacio y el residuo fue afladido a una
solucidén de 2,009 (9,42 mmol) de 2-fenilamino-benzamida
(ver anterior) en 30 ml de triclorometano a 0°C. La mezcla
de reaccidn fue sometida a ebullicidén durante 4 horas vy
agitada durante una noche a temperatura ambiente. E1
residuo fue filtrado y disuelto en diclorometano y saturado
en una solucién de bicarbonato sdédico. El1 disolvente
organico fue secado sobre sulfato magnésico y evaporado. El1
aceite de color amarillo cristalizd lentamente.
Rendimiento: 1,90g = 63% cristales de color amarillo
2) 2-(3-Dimetilamino-butil)-1-fenil-1H-quinazolin-4-tiona

550 mg (1,71 mmol) de 2-(3-Dimetilamino-butil)-1-
fenil-1H-quinazolin-4-ona se disolvieron en 10 ml de
piridina y se afiadieron 445 mg (2,00 mmol) de pentosulfuro
de fésforo. La mezcla de reaccidén fue sometida a ebullicidn
durante 90 minutos. Después de evaporacidn del disolvente,
el residuo fue disuelto en diclorometano y lavado con
solucidén de hidrdéxido sédico 2N. La solucidén organica fue
secada con sulfato magnésico y evaporada. El1 producto en
bruto fue purificado adicionalmente por cromatografia de
columna sobre silice con eluyente
diclorometano/metanol/trietilamina 9/1/0,1
Rendimiento: 375 mg= 65% de material en polvo de color
amarillo-naranja.
3) Diyoduro de 2-(4-Trimetilamonio-butil)-4-metilsulfanil-
1-fenil-quinazolin-1-io

300 mg (0,89 mmol) de 2-(3-Dimetilamino-butil)-1-

fenil-1H-quinazolin-4-tiona fueron disueltos en 5 ml de
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yodometano y se agitdé durante 1 hora a temperatura
ambiente. La mezcla fue filtrada y el residuo lavado con
etil éter y diclorometano.
Rendimiento: 370 mg = 845 dematerial en polvo de color
amarillo.
4) Yoduro de 2-(2-(4-Trimetilamonio-butil)-1-fenil-1H-
guinazolin-4-ilidenmetil)-3-benzotiazol-3-io

300 mg (0,48 mmol) de dyoduro de 2-(4-Trimetilamonio-
butil)-4-metilsulfanil-1-fenil-quinazolin-1-io y 177 mg
(0,61 mmol) de vyoduro de 2,3-Dimetilbenzotiazol-3-io se
disolvieron en 2 ml de dimetilformamida y se afladieron 247
mg (0,34 ml, 2,44 mmol) de trietilamina. La suspensidén fue
agitada durante 1 h a 80°C, filtrada y lavada con agua,
diclorometano y metanol.
Rendimiento: 350 mg = 100% de material en polvo de color

rojo.

Ejemplo 3
Sintesis de R11

0 0
N/
1) 6,7-Dimetoxi-1H-benzo(d)(1,3)oxazina-2,4-dion a

10,0 g (50,7 mmol) de &cido 2-Amino-4,5-dimetoxi-

benzoico fueron disueltos en 150 ml de tetrahidrofurano. Se
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afladieron 6,52 g (22,0 mmol) de trifosgeno y la solucidn
fue sometida a ebullicidn durante 3 h. Después de
equilibrar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccidn
fue vertida sobre una mezcla de agua/hielo. El residuo fue
filtrado y lavado con metanol. Rendimiento: 8,7 g = 86% de
material en polvo de color gris.
2) 6,7-Dimetoxi-1-metil-1H-benz(d)(1,3)oxazina-2,4-diona

9,00 g (40,3 mmol) de 6,7-Dimetoxi-1H-
benzo(d) (1,3)oxazina-2,4-diona se disolvieron en 60 ml de
dimetil-formamida seca y se enfrid a 0°C. Se afladieron 1,32
g (52,3 mmol) de hidruro sbédico y la solucidén fue agitada
durante 30 min a temperatura ambiente (Argon). Después de
enfriar a 0°C ge afladieron nuevamente 7,42 g (3,27 ml, 52,3
mmol) de vyodometano y se agitd a temperatura ambiente
durante una hora. Se afladieron 300 ml de agua y el residuo
fue filtrado, lavado con agua y etil éter.
Rendimiento: 8,5 g = 89% de material en polvo de color
gris.
3)4,5-Dimetoxi-2-metilamino-benzamida

2,40 g (10,1 mmo1l) de 6,7-Dimetoxi-1-metil-1H-
benz (d) (1,3)oxazina-2,4-diona fueron disueltos en 30 ml de
tetrahidrofurano y se afiadieron 15 ml de amoniaco (25%) a
0°C. La solucidén fue agitada durante 30 min a 0°C y durante
30 min a temperatura ambiente. Se destildé THF en vacio y la
suspensidén restante fue neutralizada con &acido clorhidrico
diluido. El1 producto fue aislado por filtrado.
Rendimiento: 2,00 g = 94% de material en polvo de color

gris.
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4) 6,7-Dimetoxi-1-metil-2-fenil-1H-quinazolin-4-ona

2,00 g (9,51 mmol) de 4,5-Dimetoxi-2-metilamino-
benzamida fueron disueltos en 20 ml de diclorometano y se
afladieron 4,01 g (3,31 ml, 28,55 mmol) de cloruro de
benzoilo. La mezcla fue sometida a ebullicidén durante 90
min. Después del filtrado, el residuo fue disuelto en
triclorometano y solucidén de bicarbonato sdédico saturada.
La solucidén orgénica fue secada sobre sulfato magnésico y
evaporada en vacio.
Rendimiento: 2,30 g = 82% de material en polvo de color
amarillo.
5) 6,7-Dimetoxi-1-metil-2-fenil-1H-quinazolin-4-tiona

1,50 g (5,06 mmol) de 6,7-Dimetoxi-1-metil-2-fenil-1H-
quinazolin-4-ona) y 2,00 g (4,94 mmol) del reactivo de
Lawesson (Ci4H140,P,S,, Fluka) se disolvieron en 20 ml de
tolueno. La mezcla de reaccidén fue sometida a ebullicidn
durante 2 h. Después de la evaporacidn, el residuo fue
purificado adicionalmente por columna de cromatografia con
silice, eluyente diclorometano/acetona 95/5.
Rendimiento: 1,25 g = 79% de material en polvo de color
naranja.
6) Yoduro de 6,7-Dimetoxi-1-metil-4-metilsulfanil-2-fenil -
guinazolin-1-io

1,00 g (3,20 mmol) de 6,7-Dimetoxi-1-metil-2-fenil-1H-
quinazolin-4-tiona se afiadid® lentamente a 5 ml (80 mmol) de
yodometano a 0°C y se agitd durante 1 h a temperatura
ambiente. La solucidén fue filtrada y el residuo fue lavado

con etil éter y diclorometano.
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Rendimiento: 1,20 g = 82% de material en polvo de color
amarillo.
7) Yoduro de 2-(6,7-Dimetoxi-1-metil-2-fenil-1H-quinazolin-
4-ilidenmetil)-3-metil-benzotiazol-3-io

500 mg (1,10 mmol) de yoduro de 6,7-Dimetoxi-1-metil-
4-metilsulfanil-2-fenil-quinazolin-1-io y 320 mg (1,10
mmol) de vyoduro de 2,3-Dimetil-benzotiazol-3-io fueron
disueltos en 200 ml dimetilformamida y se afiadieron 445 mg
(0,61 ml, 4,40 mmol) de trietilamina. La solucidén fue
agitada durante 1h a 80°C, filtrada y el residuo fue lavado
con agua y metanol.
Rendimiento: 450 mg = 72% de material en polvo de color
rojo naranja.

Ejemplo 4
Sintesis de R12, R13 y R14

R12
1) 6-Metoxi-1H-benzo(d)(1,3)oxazina-2,4-diona

5,00 g (21,6 mmol) de &acido 2-Bromo-5-metoxi-benzoico,
620 mg (4,32mmol) de bromuro de cobre (I) y 2,63 g
(32,4 mmol) de cianato potadsico fueron disueltos en
piridina y sometidos a ebullicién durante 30 min. E1l

disolvente fue eliminado y el residuo disuelto en 150 ml de



10

15

20

25

ES 2348 357 T3

- 33 -

dcido <clorhidrico 2N vy 150 ml acetato de etilo. E1
disolvente organico fue tratado con agua y salmuera, secado
sobre sulfato magnésico vy eliminado. El1 residuo fue
sometido a digestidn con metanol.
Rendimiento: 2,50 g = 61 % de material en polvo de color
gris.
2) 6-Metoxi-1-metil-1H-benz(d)(1,3)oxazina-2,4-diona

2,00 g (10,4 mmo1l) de 6-Metoxi-1H-
benzo(d) (1,3)oxazina-2,4-diona se disolvieron en
dimetilformamida seca y se enfridé a 0°C. Se afladieron
lentamente 324 mg (13,5 mmol) de hidruro sdédico (Argdn) vy
la mezcla fue agitada durante 30 min a temperatura
ambiente. Después de enfriar nuevamente a 0°C se afladieron
1,92 g (0,85 ml, 13,5 mmol). Después de agitar durante 1 h
a temperatura ambiente, el residuo fue filtrado y 1lavado
con agua y etil éter.
Rendimiento: 1,62 g = 75% de material en polvo de color
gris.
3) 5-Metoxi-2-metilamino-benzamida

1,50 g (7,24 mmol) de 6-Metoxi-1-metil-1H-
benz (d) (1,3)oxazina-2,4-diona se disolvieron en 20 ml de
tetrahidrofurano y se afiadieron 10,0 ml de amoniaco (25%) a
0°C. La solucidén fue agitada durante 30 min a 0°C y durante
30 min a temperatura ambiente. Se separd THF por
destilacién en vacio y la suspensién restante fue
neutralizada con acido clorhidrico diluido. El1 producto fue
aislado por filtrado.
Rendimiento: 1,00 g = 77% de material en polvo de color

marron.
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4) 6-Metoxi-1-metil-2-fenil-1H-quinazolin-4-ona

1,00 g (5,55 mmol) de 5-Metoxi-2-metilamino-benzamida
fue disuelto en 25 ml de triclorometano y se afiadidé 2,34 g
(1,93 ml, 16,6 mmol) de cloruro benzoilo. La mezcla fue
sometida a ebullicidén durante 90 min. Después de filtrado,
el residuo fue disuelto en triclorometano y solucidn
saturada de bicarbonato sdédico. La solucidén organica fue
secada sobre sulfato magnésico y evaporada en vacio.
Rendimiento: 1,30 g = 88% de material en polvo de color
amarillo
5) 6-Metoxi-1-metil-2-fenil-1H-quinazolin-4-tiona

1,20 g (4,51 mmol) de 6-Metoxi-1l-metil-2-fenil-1H-
quinazolin-4-ona y 1,82 g (4,50 mmol) de reactivo de
Lawesson (Ci4H140,P,S,, Fluka) se disolvieron en 20 ml de
tolueno. La mezcla de reaccidn fue sometida a ebullicidn
durante 3 h. Después de 1la evaporacidn, el residuo fue
purificado adicionalmente por cromatografia de columna con
silice, eluyente diclorometano/acetato 95/5.
Rendimiento: 1,20 g = 94% de material en polvo de color
naranja.
6) Yoduro de 6-Metoxi-1-metil-4-metilsulfanil-2-fenil -
quinazolin-1-io

1,00 g (3,54 mmol) de 6-Metoxi-l-metil-2-fenil-1H-
quinazolin-4-tiona se afladieron lentamente a 5 ml (80 mmol)
de vyoduro de metilo a 0°C y se agitd durante 1 h a
temperatura ambiente. La solucidén fue filtrada y el residuo
lavado con etil éter y diclorometano.
Rendimiento: 1,25 g = 83% de material en polvo de color

amarillo.
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7) Yoduro de 2-(6-Metoxi-1-metil-2-fenil-1H-quinazolin-4-
ilidenmetil)-3-metil-benzotiazol-3-io

600 mg (1,41 mmol) de vyoduro de 6-Metoxi-1l-metil-4-
metilsulfanil-2-fenil-quinazolin-1-io y 412 mg (1,41 mmol)
de yoduro de 2,3-dimetil-benzotiazol-3-io fueron disueltos
en 2,0 ml de dimetilformamida y se afiadieron 571 mg (0,79
ml, 5,64 mmol) de trietilamina. La solucidn fue agitada
durante 1 h a 80°C, filtrada y el residuo fue lavado con

agua y metanol.

Rendimiento: 650 mg = 85% de material en polvo de color
rojo.
R13

1) Yoduro de 5-fluoro-2,3-dimetil-benzotiazol-3-io

13,0 g (10,4 ml, 77,7 mmol) de 5-fluoro-2-metil-
benzotiazol y 22,1 g (9,47 ml, 156 mmol) de yodometano se
sometieron a ebullicidén en etanol durante 7 h. El residuo
fue filtrado. 4,00 g = 17% de material en polvo de color
blanco.
2) Yoduro de  5-fluoro-2-(6-metoxi-1-metil-2-fenil-1H-
quinazolin-4-ilidenmetil)-3-metil-benzotiazol-3-io

600 mg (1,41 mmol) de yoduro de 6-Metoxi-l-metil-4-
metilsulfanil-2-fenil-quinazolin-1-io y 436 mg (1,41 mmol)
de vyoduro de 5-fluoro-2,3-dimetil-benzotiazol-3-io fueron
disueltos en 3,0 ml de dimetilformamida y se afladieron 571
mg (0,79 ml, 5,64 mmol) de trietilamina. La solucidn fue
agitada durante 1 h a 80°C, filtrada y el residuo fue

lavado con agua y metanol.
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Rendimiento: 600 mg = 76% de material en polvo de color

rojo naranja.

R14
1) Yoduro de 2-(6,7-dimetoxi-1-metil-2-fenil-1H-quinazolin-
4-ilidenmetil)-5-fluoro-3-metil-benzotiazol-3-io

500 mg (1,10 mmol) de yoduro de 6,7-Dimetoxi-l-metil-
4-metilsulfanil-2-fenil-quinazolin-1-io (ver anterior) vy
340 mg (1,10 mmol) de vyoduro de 5-fluoro-2,3-dimetil-
benzotiazol-3-io fueron disueltos en 3,0 ml de
dimetilformamida y se afladieron 445 mg (0,61 ml, 4,40 mmol)
de trietilamina. La solucién fue agitada durante 1 h a

80°C, filtrada y el residuo fue lavado con agua y metanol.

Rendimiento: 400 mg = 62% de material en polvo de color
rojo.
Example 5

Sintesis de R26

1) 1H-tieno(3,2-d)(1,3)oxazina-2,4-diona

40 g (250 mmol) de metil éster del &cido 3-Amino-
tiofeno-2-carboxilico se suspendieron en 250 ml de agua con
21,0 g (374 mmol) de hidrdéxido potédsico. La mezcla fue

sometida a ebullicidn en una estufa de microondas (500 W)
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durante 30 min y después se enfridé a 0 °C. Se afiadid gota a
gota una solucidn de 37,1 g (125 mmol) de trifosgeno en 200
ml de tolueno y la mezcla de la reaccidn se agitd durante 2
h a temperatura ambiente. El residuo fue aislado por
filtrado. El producto fue 1lavado con agua y solucidén de
bicarbonato sgbédico. Para purificacidén adicional se puede
lavar con etil éter y metanol después de secado.
Rendimiento: 22 g = 52% incoloro.
2) 1-metil-1H-tieno(3,2-d)(1,3)oxazina-2,4-diona

3,60 (21,3 mmol) de 1H-tieno(3,2-d) (1,3)oxazina-2,4-
diona se disolvieron en dimetilformamida seca y se enfrid a
0°C. Se afladieron lentamente 664 mg (27,7 mmol) de hidruro
sb6dico (Argdén) y la mezcla fue agitada durante 30 min a 0°C
y 30 min a temperatura ambiente. Después de enfriar
nuevamente a 0°C, se afiadieron 3,93 g (1,73 ml, 27,7 mmol)
de vyodometano. Después de agitacidén durante 1 h a
temperatura ambiente se afladieron 200 ml de agua. EI
residuo fue filtrado y lavado con agua y etil éter.
Rendimiento: 2,70 g = 69% de material en polvo de color
beige.
3) Amida del 4cido 3-metilamino-tiofeno-2-carboxilico

2,60 g (14,2 mmol) de l1-metil-1H-tieno(3,2-
d) (1,3)oxazina-2,4-diona fueron disueltos en 30 ml de
tetrahidrofurano y se afladieron 15,0 ml de amoniaco (25%) a
0°C. La solucidén fue agitada durante 30 min a 0°C y durante
30 min, a temperatura ambiente. Se sgepard por destilacidn
en vacio el THF y la suspensidén restante fue neutralizada
con acido clorhidrico diluido. E1l producto fue aislado por

filtrado.
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Rendimiento: 1,76 g = 79% de material en polvo de color
beige.
4) 1-metil-2-fenil-1H-tieno(3,2-d)pirimidina-4-ona

1,70 g (10,9 mmol) de la amida del &acido 3-metilamino-
tiofeno-2-carboxilico fueron disueltos en 20 ml de
triclorometano y se afladieron 3,82 g (3,16 ml, 22,2 mmol)
de cloruro de benzoilo. La mezcla fue sometida a ebullicidn
durante 90 min. Después del filtrado, el residuo fue
disuelto en triclorometano vy 1lavado con solucidén de
bicarbonato sédico saturada. La solucidén organica fue
secada sobre sulfato magnésico y evaporada en vacio. El
producto en bruto fue purificado por cromatografia de
columna sobre silice, eluyente diclorometano/metanol 95/5.
Rendimiento: 2,10 g = 80% de material en polvo de color
blanco.
5) 1-Metil-2-fenil-1H-tieno(3,2-d)pirimidina-4-tiona

2,10 g (8,67 mmol) de 1-Metil-2-fenil-1H-tieno(3,2-
d)pirimidina-4-ona y 3,51 g (8,67 mmol) de reactivo de
Lawesson (C14H140,P5,S,, Fluka) se disolvieron en 40 ml de
tolueno. La mezcla de reaccidén fue sometida a ebullicidn
durante 3 h. Después de evaporacidén, el residuo fue
purificado adicionalmente por cromatografia de columna con
silice, eluyente diclorometano/acetona 95/5.
Rendimiento: 500 g = 22% de material en polvo de color
amarillo
6) Yoduro de 1-metil-4-metilsulfanil-2-fenil-tieno(3,2-
d)pirimidin-1-io

500 mg de l-metil-2-fenil-1H-tieno(3,2-d)pirimidina-4-

tiona se afiadieron lentamente a 5 ml (80 mmol)de yodometano
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a 0°C y se agitd durante 1 h a temperatura ambiente. La

solucidén fue filtrada vy el residuo fue lavado con

diclorometano.
Rendimiento: 550 g = 71% de material en polvo de color
amarillo.

7) Yoduro de  3-Metil-2-(1-metil-2-fenil-1H-tieno(3,2 -
d)pirimidin-4-ilidenmetil)-benzotiazol-3-io

200 mg (0,50 mmo1l) de yoduro de 1-Metil-4-
metilsulfanil-2-fenil-tieno(3,2-d)pirimidin-1-io y 145 mg
(0,50 mmol) de yoduro de 2,3-dimetil-benzotiazol-3-io se
disolvieron en 2,0 ml de dimetilformamida y se afladieron
202 mg (0,28 ml, 2,00 mmol) de trietilamina. La solucidén de
color verde fue agitada durante 1 h a 80°C, filtrada y el
residuo fue lavado con metanol. El1 producto en bruto fue
purificado adicionalmente por HPLC.
Rendimiento: 40 mg = 15 % de material en polvo de color
amarillo.

Ejemplo 6
Sintesis de R27
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1) 2-(4-Dimetilamino-butil)-6,7-dimetoxi-1-metil-1H-
quinazolina-4-ona

3,80 g (20,9 mmol) de A&cido dimetilamino-pentanoico
fueron afiadidos a 25 ml de cloruro de tionilo y agitados
durante 90 min a 55-60°C. El cloruro tionilo restante fue
destilado en vacio y el residuo fue afiadido a una solucidn
de 2,00 g (9,51 mmol) de 4,5-Dimetoxi-2-metilamino-
benzamida (ver anterior) disueltos en 30 ml de
triclorometano a 0°C. La mezcla fue sometida a ebullicidn
durante 4 h. Después de filtrado el residuo fue disuelto en
triclorometano y soluciédn de bicarbonato sddico saturada.
La solucidén orgadnica fue secada sobre sulfato magnésico y
evaporada en vacio.
Rendimiento: 400 mg = 13 % de material en polvo de color
marroén.

2) 2-(4-Dimetilamino-butil)-6,7-dimetoxi-1-metil-1H-
quinazolina-4-tiona

400 mg (1,25 mmol) de 2-(4-Dimetilamino-butil)-6,7-
dimetoxi-l-metil-1H-quinazolina-4-ona fueron disueltos en
20 ml de piridina y se afiadié 418 mg (1,88 mmol) de
pentasulfuro fosforoso. La mezcla de reaccidn fue sometida
a ebullicién durante 2 h. Después de evaporacidén del
disolvente, el residuo fue disuelto en diclorometano vy
lavado con una solucidén de hidrdéxido sdbdico 2N. La solucidn
organica fue secada con sulfato magnésico y evaporada.
Rendimiento: 310 mg = 74% de material en polvo de color

amarillo naranja.
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3) Diyoduro de 2-(4-Trimetilamonio-butil)-6,7-dimetoxi-1-
metil-4-metilsulfanil-quinazolin-1-io

300 mg (0,89 mmol) de 2-(4-Dimetilamino-butil)-6,7-
dimetoxi-l-metil-1H-quinazolina-4-tiona se disolvieron en 1
ml de yodometano a 0°C y se agitd durante 1 h a temperatura

ambiente. La mezcla fue filtrada y el residuo aclarado con

diclorometano.
Rendimiento: 310 mg = 75% de material en polvo de color
ocre.

4) Diyoduro de 2-(2-(4-Trimetilamonio-butil-6,7-dimetoxi-1-
metil-1H-quinazolin-4-ilidenmetil)-3-metil-benzotiazol-3-io

220 mg (0,36 mmol) de diyoduro de 2-(4-Trimetilamonio-
butil)-6,7-dimetoxi-1-metil-4-metilsulfanil-quinazolin-1-io
y 104 mg (0,36 mmol) de yoduro de 2,3-dimetil-benzotiazol-
3-i0 se disolvieron en 2 ml de dimetilformamida y se afiadid
146 mg (0,20 ml, 1,44 mmol) de trietilamina. La suspensidn
fue agitada durante 1 h a 80°C, filtrada y aclarada con
diclorometano y metanol.

Rendimiento: 220 mg = 83% de material en polvo de color
rojo naranja.

En vez de yoduro de 2,3-dimetil-benzotiazol-3-io se
puede utilizar, por ejemplo, benzotiazolio, 3-(3-
carboxipropil) -2-metilo bromuro (ver Alfimov M.V. y otros,
J. Chem. Soc., Perkin Transactions 2: Phisical Organic
Chemistry 7 (1996) 1441-1447) lo cual conduce a diyoduro de
2-(2-(4-Trimetilamonio-butil-6,7-dimetoxi-1-metil-1H-

guinazolin-4-ilidenmetil) -3-carboxipropil-benzotiazol-3-io.
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Ejemplo 7 _:
Sintesis de R28
F)
e #
I N

1) 2,3-Dimetoxi-6-nitro-benzaldehid o]

50,0 g (301 mmo1l) de 2,3-Dimetoxi-benzaldehido
(Aldrich) fueron afiadidos lentamente a acido nitrico a 0°C.
La mezcla de reaccidén fue agitada durante 5 minutos,
diluida con agua hasta gue no se obtuvo precipitado
adicional. Después de filtrado, el residuo fue lavado con
metanol.

Rendimiento: 58,0 g = 91% (nitro isbmeros 5 y 6) material
en polvo de color amarillo.
2) Acido 6-Nitro-2,3-dimetoxi-benzoico

58,0 g (275 mmol) de 2,3-Dimetoxi-6(5)-nitro-
benzaldehido se afladieron a una solucidén de 45,6 g (289
mmol) de permanganato potasico en 11,2% de hidrdxido
sb6dico. La solucidn fue agitada durante 90 min a 60°C. Se
elimindé el didxido de manganeso por filtrado wutilizando
Celite. El1 permanganato potasico restante fue desactivado
por la adicidén de metanol y se elimina nuevamente el

didxido de manganeso por filtrado. La solucidn fue
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acidificada con &cido clorhidrico a pH 2,75. El1 producto
precipitado fue filtrado, lavado con agua y una mezcla de
agua/etanol. Por acidificacién a pH 0,8 se puede aislar
adicionalmente el producto.
Rendimiento: 23,8 g = 38% de material en polvo incoloro
3) Acido 6-Amino-2,3-dimetoxi-benzoico

A una solucidén de 23,4 g (104 mmol) de &cido 6-nitro-
2,3-dimetoxi-benzoico en etanol se afiadieron 2,5 g Pd/C vy
se tratd con 1 bar H, durante 24 h. El1 catalizador fue
eliminado por filtrado sobre Celite y 1la solucidén fue

evaporada, el residuo fue disuelto en 300 ml de dioxano y

liofilizado.
Rendimiento: 20,0 g = 98% de material en polvo de color
beige

4) 5,6-Dimetoxi-1H-benzo [d][1,3]oxazina-2,4-diona

10,0 g (50,7 mmol) de A&cido 6-Amino-2,3-dimetoxi-
benzoico fueron disueltos en 150 ml de tetrahidrofurano, se
afladieron 6,52 g (22,0 mmol) de trifosgeno y la solucidn
fue sometida a reflujo durante 3 h. Después de verter sobre
400 ml de una mezcla hielo/agua el precipitado fue filtrado
y lavado con agua y metanol.
Rendimiento: 8,27 g = 73 % de material en polvo de color
amarillo.
5) 5,6-Dimetoxi-1H-benzo[d]-N-metil-[1,3]oxazina-2,4-diona

19,0 g (85,1 mmol) de 5,6-Dimetoxi-1H-benzo
[d] [1,3]oxazina-2,4-diona se disolvieron en
dimetilformamida seca (100 ml) y se enfrid a 0°C. Se

afladieron lentamente 2,8 g (111 mmol) de hidruro sdédico

(Argdén) y la mezcla fue agitada durante 30 min a 0°C y 30



10

15

20

25

ES 2348 357 T3

- 44 -

min a temperatura ambiente. Después de enfriar nuevamente a
0°C se afiladieron 15,7 g (6,92 ml, 111 mmol) de yodometano.
Después de agitar durante 1 h a temperatura ambiente se
afladieron 150 ml de agua. El residuo fue filtrado y lavado
con agua y etil éter.
Rendimiento: 14,2 g = 67% de material en polvo de color
beige.
6) 6-Metilamino-2,3-dimetoxibenzamida

14,0 g (59 mmol) de 5,6-Dimetoxi-1H-benzo[d]-N-metil-
[1,3]oxazina-2,4-diona se disolvieron en 180 ml de
tetrahidrofurano y se afladieron 90 ml de amoniaco (25%) a
0°C. la solucidén fue agitada durante 30 min a 0°C y durante
30 min a temperatura ambiente. Se separd THF en vacio y el
resto de la suspensidén fue neutralizado con Aacido

clorhidrico diluido. El1 producto fue aislado por filtrado.

Rendimiento: 10,75 g = 87% de material en polvo de color
amarillo.
7) 2-(4-Dimetilamino-butil)-5,6-dimetoxi-1-metil-1H-

guinazolina-4-ona

3,80 g (20,9 mmol) de A&cido dimetilamino-pentanoico
fueron afladidos a 25 ml de cloruro tionilo y se agitd
durante 90 min a 55-60°C. El cloruro tionilo restante fue
destilado en vacio y el residuo fue afiadido a una solucidn
de 2,00 g (11,1 mmol) de 6-metilamino-2,3-dimetoxibenzamida
disuelta en 30 ml de triclorometano a 0°C. La mezcla fue
sometida a ebullicidn durante 2 h y agitada durante una
noche a temperatura ambiente. Después del filtrado, el

residuo fue disuelto en triclorometano vy una solucidn
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saturada de bicarbonato sdédico. La solucidén organica fue

secada sobre sulfato magnésico y evaporada en vacio.

Rendimiento: 500 mg = 14% de aceite.
8) 2-(4-Dimetilamino-butil)-5,6-dimetoxi-1-metil-1H-

quinazolina-4-tiona

800 mg (2,50 mmol) de 2-(4-Dimetilamino-butil)-5,6-
dimetoxi-1l-metil-1H-quinazolina-4-ona fueron disueltos en
20 ml de piridina y se afladieron 612 mg (2,75 mmol) de
pentasulfuro fosforoso. La mezcla de reaccidn se sometid a
ebullicién durante 1 h. Después de 1la evaporacidén del
disolvente, el residuo fue disuelto en diclorometano vy
lavado con una solucidén 2N de hidrdéxido sdbédico. La solucidn
organica fue secada con sulfato magnésico y evaporada. El
producto en bruto fue purificado adicionalmente mediante
cromatografia de columna de silice, con eluyente
triclorometano, metanol, trietilamina 8:2:0,2.
Rendimiento: 220 mg = 26% de material en polvo de color
naranja-rojo.
9) Diyoduro de 2-(4-Trimetilamonio-butil)-5,6-dimetoxi-1-
metil-4-metilsulfanil-quinazolin-1-io

220 mg (0,66 mmol) de 2-(4-Dimetilamino-butil)-5,6-
dimetoxi-1l-metil-1H-quinazolina-4-tiona se disolvieron en 2
ml de yodometano a 0°C y se agitd durante 1 h a temperatura
ambiente. La mezcla fue filtrada y el residuo lavado con
diclorometano.
Rendimiento: 340 mg = 83% de material en polvo de color

rojo-marroén.



10

15

20

25

ES 2348 357 T3

- 46 -

10) Diyoduro de 2-(2-(4-Trimetilamonio-butil)-5,6-dimetoxi-
1-metil-1H-quinazolin-4-ilidenmetil)-3-metil-benzotiazol-3-
io

117 mg (0,27 mmol) de dyoduro de 2-(4-Trimetilamonio-
butil)-5,6-dimetoxi-1-metil-4-metilsulfanil-quinazolin-1-io
y se disolvieron 79 mg (0,27 mmol) de vyoduro de 2,3-
dimetil-benzotiazol-3-io en 2 ml de dimetilformamida y se
afladieron 109 mg (0,15 ml, 1,08 mmol) de trietilamina. La
suspensidén fue agitada durante 1 h a 80°C, filtrada vy
lavada con diclorometano y metanol.
Rendimiento: 100 mg = 51% de material en polvo de color

rojo-naranja.

Ejemplo 8:

Utilizacion de R0O3, R04, R11, R12, R13, R14, R26, R27, y
R28 en PCR y anadlisis de la curva de fusion

Utilizando los colorantes que se han dado a conocer en
lo anterior, se realizd una PCR utilizando el sistema
LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Cat. N° 04640268001,
con accesorios) con cebadores para una seccidn especifica
del gen mdr-1 (accesidn al Banco de Genes N° M29445). Los
cebadores utilizados corresponden a las posiciones N°122
(directa) y 211 (inversa). Se analizaron muestras de ADN
gendémico que es de tipo natural, heterocigético o
homocigdético para una mutacidn puntual en esta secuencia.
Mezcla de PCR:

-0,5 MM cebador directo mdr-1

-0,5 UM cebador inverso mdr-1

-1 ng/Ml ADN gendmico
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- Kit PCR LightTyper 96 (Roche Diagnostics, Cat. N°
03707709001)

-0,8 UM del colorante respectivo

Protocolo instrumental

Disposicién
Formato deteccion Tipo bloque Volumen de reaccion
SYBR Green I (483-533), 96 20 pl
modalidad dinémica
Programas
Nombre del programa Ciclos Modalidad de analisis
Desnaturalizacidén 1 Ninguna
Ciclado 45 Cuantificacidén
Fusiodn 1 Curvas de fusidn

Objetivos de temperatura

Objetivo Forma de Retencion Velocidad Captaciones
(°QC) captacién (h h:mm:ss) subida (°C/s) (p oreC)

Desnaturalizacidn

95 Ninguna 00:10:10 4,4 -
Ciclado

95 Ninguna 00:00:10 4,4 -

60 Ninguna 00:00:20 2,2 -

72 Unica 00:00:20 4,4 -
Fusidén

95 Ninguna 00:00:05 4,4 -

40 Ninguna 00:01:00 1,5 -

95 Continua - - 50

40 Ninguna 00:00:30 1,5 -

Con todos los colorantes se controlaron

satisfactoriamente las curvas de amplificacidén por medicidn
de fluorescencia dentro de un canal detectando emisidn de
fluorescencia a 483-533 nm. A continuacidn, se pudo
controlar el diferente comportamiento de fusidén del ADN

homocigdético o heterocigdtico.
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Ejemplo 9:

Estabilidad de R27

La estabilidad a la luz de R27, que es representativa
de los nueve colorantes descritos fue comparada con
colorantes establecidos va utilizados para estas
aplicaciones. Se midié la fluorescencia de una mezcla del
colorante respectivo y ADN gendmico durante la exposicidn
continua a la luz. La estabilidad de R27 se demostrd

claramente mas elevada:

Exposicién a la luz [min]
0 10 30 60 180 300

SYBR Green 100% 87% 77% 70% 40% 24%
LC Green Plus 100% 92% 86% 79% 47% 37%
R 27 100% 99% 98% 99% 97% 96%

La excitacidén de 1la solucidn R27 para medicidn de
fluorescencia y cambios repetidos de temperatura entre 55 y
95°C durante un protocolo tipico PCR en un instrumento PCR
en tiempo real igual que LightCyclerll 480 no provocan

blanqueo reconocible del colorante.
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RETVINDICACIONES

1. Colorante fluorescente que tiene la fdrmula

caracterizado porque

- cualquiera de Al, A2, A3 y A4 son H o uno de Al, A2,
A3 y A4 es un sustituyente que es un halogenilo y los otros
son H

- B es seleccionado entre el grupo que consiste en S,
O, N-R, vy C-(R), en el que R es C;-C¢-Alquilo

- D es Ci-Cgs-algquilo sustituido o no sustituido

- X es H o un grupo metoxi

- Y es seleccionado entre el grupo que consiste en S,
O, N-R en el que R es (C;-Cs-Algquilo, y Z1-C=C-Z2, en el que
Z1l y Z2 independientemente entre si son H o un grupo metoxi

- L es CH; o fenilo

- M es fenilo o un C;-C;s amino-algquilo sustituido o no
sustituido.

2. Colorante fluorescente, segin la reivindicacidén 1,
en el que

- D es-(CH,)n-COOH o bien -(CH;)n-CO-OSuccininimida,
carcaterizado porque n es un nGmero entero comprendido

entre 1 y 6.
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3. Colorante fluorescente, seglin las reivindicaciones
1-2, en el que

- M es - (CHy;)n - N'-(CH3)3;, en el que n es un numero
natural comprendido entre 1 y 18.

4. Método para preparar un colorante fluoresecente,
segln la reivindicacidn 1, gque comprende 1las siguientes
etapas

a) disponer una sustancia gquimica con la fdérmula

Caracterizada porque

- X es H o un grupo metoxi

- Y es seleccionado entre el grupo que consiste en S,
O, N-R, en el que R es C;-C4-Alquilo, y Z21-C=C-Z2, en el que
Z1l y Z2 independientemente entre si son H o un grupo metoxi

- L es CH3 o fenilo

b) hacer reaccionar dicha sustancia con un cloruro
dcido sustituido a efectos de generar un derivado de 1,4-
Dihidropirimidin-4-ona

c) hacer reaccionar dicho derivado de 1,4-
Dihidropirimidin-4-ona con un agente de tionacidén a efectos
de generar un derivado de 1,4- Dihidropirimidin-4-tiona

d) hacer reaccionar dicho derivado de 1,4-
Dihidropirimidin-4-tiona con yodometano a efectos de

generar un derivado de 4-Metiltio-pirimidina
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e) hacer reaccionar dicha 4-Metiltio-pirimidina con un

compuesto que tiene la férmula

caracterizado porque

- o0 bien la totalidad de Al, A2, A3 y A4 son H o uno
de Al, A2, A3 y A4 es un sustituyente que preferentemente
es un Halogenilo y los otros son H

- B es seleccionado del grupo que consiste en S, O, N-
R, vy C-(R )2 en el que R es C;-Cs-Alquilo

- D es un C;-Cs Alquilo sustituido o no sustituido.

5. Utilizacidn de un compuesto, segln las
reivindicaciones 1-3, para la deteccidén de acidos nucleicos
de doble cadena.

6. Utilizacidén, segln la reivindicacidén 5, en el dgue
la deteccidn es llevada a cabo durante un andlisis de curva
de fusidn.

7. Utilizacidén, segln la reivindicacidén 5, en la dgue
la deteccidn es 1llevada a cabo durante una reaccidén de
amplificacidén de acido nucleico en tiempo real.

8. Utilizacidn, segln la reivindicacidén 5, en la que
la deteccidn es llevada a cabo con una matriz de gel.

9. Mezcla de reaccidén que comprende, como minimo

- un compuesto, seglin las reivindicaciones 1-3

- una ADN polimerasa termoestable

- una mezcla de trifosfatos de desoxinucledsidos, y

- un tampdn.
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