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MEMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento se refiere a un método para
marcar de forma fluorescente un material que contenga un
grupo eminico primario, cuyo método comprende trater dicho

material, en un medio acuoso, con un compuesto de la férmu~-
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en la que '
Ry es alguilo inferior, fenil-alguilo inferior;
R, es fenilo o fenilo substituido y
Ry es fenilo substituido o inaubstitufdo; nafe
ti}o 0 indolilo.

Ademds, el presente invento se refiere a grupos
anini cos primarios que contienen materiales marcados con
un compuesto de la férmula I y al empleo de dichos materia-
les en métodos de diagndstico. '

EL presente invento se refiere, asimismo, a nue

vos compuestos de la Férmula

(TSP

4 =0 (11)
R Ri
en la que 2 , 1
R, es alquilo inferior o fenil-alguilo inferior,
R, es fonilo 0 fenilo substitufdo y
R; es Ffonlilo substituido o insubstituido, naftilo

0 indol, con la salvedad de que cuando R; y R;
son ambog fenilo, entonces Ri es alguilo infe~
rior oon mds de un dtomo de carbono o fenil-al-
quilo inferior con mds de 7 &tomos de carbono;

¥y a un procedlmiento para su preparaoién;

El ejemplo mds importante de la utilidad deagnbs-~
tica de los con ugados protefnicos fluorofbricos es la ré-
pide identificacidn de microorganismos y otros'antfgenos
patogénicos con la ayuda de anticusrpos fluorescentes. Lios

procedimientos exlsieontes para el marcado fluorescente
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de proteinas; por ejemplo, el marcado ocon fluorescein=iso-
tiocianato (FITC) se basan en los fluordforos con funcione-
lidad reactiva que se enlazan de forma covalente con las
proteinas. Sin embargo, esta metodologla se ve obstaculiza-
da por serias deaventajas, que radican pn‘.ncipalmente'en la
necesidad de proceder a la purificacifn extensiva para se-
parar cualquier reactivo en exceso que; por otra parte; no
debe interferir de forma especifica los ensayos inmunolégi-
c08s

Ahora se ha descubierto que los oompuestos de la
férmula I no son iluorescentes pero reaccionan con materia-
les que contlenen grupos amfnicos primarios para producir
conjugados fluorescentes; evitdndose as{ la molesta purifi-
cacidn.

En la descripeidn y en las reivindicaciones ad -
juntas, el témino Yalquilo inferior® glgnifica un substi-
tuyente hidrocarbirico monovalente; saturado; de cadena liw-
neal o ramificada que conticne hasta 8 tomos de carbono
in?lusiveé Ejemplog de grupos de alquilo inferior son meti-
lo, etilo, n-:pro;xilo, n-butilo, hexilo; oc'l:ilo; isopropilo,
tutilo terciario, ete. El término "fenil-alquilo infexdor!
hace referanc;a a un grupo de alquilo inferior tal como se
ha definido anteriormente que estd unido a un anillo fenflli~
co, por ejemplo benoilo, fenil-etilo, fenilpropilo, etoe EL
término "substituldo" aplicado al fenilo, naftilo o indoliw
lo se refiere a estos grupos substituidos ocon uno o mds de '
los substituyentes sjl.guien‘ces: haldgeno (por e;jemplo; flior,
cloro; bromo o yoslo), alquilo inferj.or; txifluorometilo;

alcoxllo inferlor, nitro y ciano. EL +émino "alcoxilo in-
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- ferior" significa un grupo que tiene un radlcal de alquilo

o

inferior enlazado & un oxf{geno etéreo y que tiene su valen-
cia unida a partir del ongeno etéreo, Ejemplos de gruﬁos

de alcoxilo inferior son el metoxilo; el etoxilo, n-propoxi-
lo, n-butoxilo, isopropoxilo, tercibutoxilo; eto.

Los compuestos preferldos de la férmula I son
aguellos en donde Rl es alquilo infexrior y R2 ¥y R3 son feni-
loe. Un compuesto particularmente preferido de la férmvla I
es el compugsto en dond? Rl es metilo y R2 N R3 son fenilo;
por ejemplo, 2-metoxi-2,4~di-fenil~3(2 H)furanona.

Los compaestogﬁe la férmula IT pusden prepararse
slguiendo una secuencia sintética de ebapas miltiples a par—
tir de materiales de partida, fécilmente obtenibles; de la

f£érmula

/’E‘\v/”\‘ﬂ
R} <~ TR} (xI1)

3
en donde

Ré Yy R; tienen el significado indicado antes.
Los compuestos de la férmule IIT en donde R; g
R; son fenilo o fenilo substituido se les denomina general~
mente benzalaocetofenonas 0 benzalacetofanonas substituidas.
En la primera etapa se epoxida el mate?ial de pare

tida de la férmula III, bajo condiciones bisicas, para ob-

tener una cetona epoxfdica de la f£érmula

t
R, ISR (IV)
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en la que
R; y R; {tlenen el significado indicado antes.
Te reacoiln de epoxidacidn se lleva a cabo tra-
tando un compuesto de la férmula IIT con un exceso de pe-
réxido de hidrdgeno en presencia de una bage fuerte. Las
bages fuertes apropiadas para la presente reaccidn inclu~
yen los hidrdéxidos de metal alcalino; por ejemplo, hidrdxi-
do sbdico e hidrbxido potdsico; y carbonatos de metal al-
calino; porrejamplo carbonato sbdlco y carbonato potésico;
Los disolventes apropiados para la rescalfdn de epoxidaaién
son .alcoholes, particularmente metanol y etano} y mezclas
acuogoaleohdlicas. Ia reaccldén se lleva a cabo, por Lo go-
neral; a temperaturas comprendidas entre unns 10 y unos
409G,, més preferentémente entre unos 20 y unos 302 C.
' En la eotapa siguiente se trata el compuesto de
la fémula IV con uns base anhidra fuerte pars dlsociar el

anillo epoxfdico y proporcionsr una dlostona de la férmula

2

(V)

en la que
{

R, y R, ticnen ol significado indicado antes.
Les bases anbfdras fucrtes apropladas para esta
disociacidn incluyen los alcoxidos de metal alcalino; tal
como el metdxido sédico; ol etdxido s6dico; el isopropdxido
sddlco, tercil .tdxldo potésico; etc. ¥ calidad de disol -
ventes apropiados para la reaccidn de disociacidn pueden cl
tarse los alcoholes amhidros; por ejemplo; meﬁanol,etanol;

igopropanol y butanol tercliario. Se prefiere utilizar, por
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1o general; el mismo alcohol del que se deriva la base al-
cox{dica; sin embargo, esto no es critico, y en caso de que
se utilice un aleohol dlstinto comv disolvente se producird
un intercaubio entre el disolvente alcohdlico y la pofqién
alcohblica del aledxido de metal alcalinc. Ia reaccidn de
disociacidn se lleva a cabo, por lo general; a temperatura
elevada, de preferencia comprendida entre unos 40 y unos
1002G,, més preferentemente al punto de ebullicidn del me-
dio reaccional.

En la etaps siguiente se convierte la dicetona de

la férmula V a una enaminag de la fémula

Ry
>

(vr)

(D -

R' y R; tlenen el significado indi;ado antes; ¥y
34 v R5 tomadogs independientemente, son cada uno
alguilo inferior y tomados junto con el
gtomo de nitrdgeno fomman un anillo he~
‘terocfelico de 5 0 6 miembros que tiene
un heterodtomo adicional, a 10 sumo; ele-
gido del grupo constitufdo por nitrdgeno
y oxfgeno.
En esta reaccidn se hace reaccionar la dicetona de
la férmula V con un agente amino-metenilante para propor-

cionar la enaminzs
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Los agentes amino-metenilanites avropliados inclu
yen los scetales de alquilo inferior de una formamida N,N-
disubstitui da; POTr ejemplo, digetilfomamida—dimeﬁlace‘bal;
tris(amino secundario) metanos, por ejemplo tris(dimetil-
amino)metano y tris(piperidino)metano; y bis(amino secunda-
rio) alcoxilo inferior-me'taﬁoes; por ejemplo, bis(dimetil-
amino ) tercibutoxi-netanos ‘

Ia fraccién aminica AN(:R » ‘tal como se repre -
senta en la Fémuls estructural para el compussto VI, se
introduce a partir §el agente eminometonilante. Log aceta~-

les de formamidas N,N-disubstituidas tienen la fémmula ge-

neral
Hﬁ ﬁ
_ / ]
\O /O / 4
>“‘“‘“\E
i 5
en la que

Reg ¥ R.7 gon, oada uno, alquilo inferior; losg tris

(amino secundario)metanos tienen la fémuls general

[ 4
- ‘\F’(Q

¥y lus bis(amino secundario)alcoxilo inferior-metancs tie-

3

nen la férmula general

Bg
\O> -. /N//R N
e\
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en la qus
R8 es alquilo inferior. .

Ejemplos de Ffracciones amfnicas = N(::4 incluyen
aquellas‘donde R4 y R5; tomados indepengientemegge son,
cada uno, alguilo ianferior, por ejemplo, dimetilamino y dig
tilemino, y aguellas en donde Ry ¥ R5 tomados junto oon el '
nitrézeno formen un anillo heterocfclico con 5 o 6 miembros,
por ejemplo; piperidino, morfolino, pirrolidino, piperaci-
no, imidezolidino, plrazolidino, etc. Ejemplos de fraccio-
nes de aleoxilo infer@or ORg y.-ORy sun metoxilo, etoxilo,
propoxilo, n~butoxilo, etc. Ejemplos de Lracciones alcoxili~
cas inferiores ORg son metoxilo, etoxilo, butoxilo bercia-
rio; etCe .

BEsta reaccidn puede llevarse a cabo on cunalguier
disolvente orgénioco inerte. Los disolventos preferidos in-
cluyen las formamidas, esﬁecialmente lz dimetilformanida.
En calidad de disolvente puede utilizarse también un exceso
de aéente aminomeivenilante.

La preparacién de la enamina puede llevarse a ca~
bo a una temperatura ocomprendlda entre alrededor de O y al-
rededor de 10U2C., ai bien se prefiere una temperatura com—
prendida entre unos 10 y unos 402C. Se prefisere especialmen
te una temperatura préxime a la temperatura del ambientes

En la siguiente etapa se convierte la enamina de

la f£6rmula VI en la hidroxifuranona de la férmula
!2'

0 =0 (VII)
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en la que

[} ]
By ¥ By

Esta oonversidn implica una hidrblisis acuosa bésica. Tas

tlenen el significado indicado antese

bases apropladas para esta hidrélisis incluyen los hidrdxi-
dos de metal alealino, por ejemplo, hidrdxido sdédico e hidnd
xddo potdeico y los carbonatos de metal alcalino; por ejem—
plo, carbonato sddico y carbonato potdsico. Las temperatu—
rag apropiadaspara llevar e cabo.la reaccidn anterior es- ,
tdn comprendidas ontre alrededor de O y alrededor de 402 Ce,
mds preferentemente en torno de la temperatura del ambiente.
Degpués de completada la hidrélisis; se neutraliza la solu-
¢ién bdsica para obtener la hidrOxifuranona de la férmula
VII. Los compuestuis de las férmulas VI y VII; en donde R;
v ﬁé no son ambos feniio, 80N NUEVOS.

Iuego puede converdirse la hidroxjfuranona de la
férmula VII en la furanona de la férmula IT mediante reac-
cidn con el alcohol aprovnliado, por ejemplo un alcohol de la
féroula RiOH; en donde Ri tiene el significado expuesto en
la férmula II anterior. Este alcohol nuede ser o bien un
alcanol inferio? 0 un fenil-aloano; inferior, tal como e}
metanol, etanol, aloohol bencilico, alcohol fenelet{lico,
etc. BEn calidad de disolventes pars esta reaccidn pueds uti-
lizarse el propio aloohol o une mezcla del alcohol y un di-
golvente orgdnico inerte. Io més preferible ss llevar a cabo
cota reaccié@ en el alcohol desegdo. La reasccidn pusde lle—
varge a cabo, de¢ frrma aoropiada, a temperaturas comprendi-—
das entra alrededor de la demperaturs del ambiente y alre-

dedor del punto de ebullicidn del medlo dimolvente. Do pre
ferencia la reaccibn se lleva a oabo & temperaturas compren



5a

10.

15.

20,

25+

didas entre unos 40 y unos 804C.

_ Tos compuestos de 1a £érmuls I pueden intercons
vertirse, por ejemplo, el grupo alooxiiico OR; puede subs-
thtuirse, mediante reaccidn del compuesto de la férmqla I,
con un aloanollinferior apropiado o un fenilwalcanol infew
riore Asf{ punes, por ejemplo, el compuesto de la férmula I,
en donde Rl es metilo, puede convertirse en el compuesto

respectivo en donde Rl gea bencilo calentando el primer

compuesto con un exceso de alcohol bencilico.

Los fluordgencs de la férmula I son relativamenw
te insolubles en agua y reaccionan lentamente con el agus
para proporcicnar productos de descomnogici fn que no son
fluorescentes. Los fluordgenos de la férmula I son ficil-
mente solubles en disolventes orgénicos y son particular-
mente solubles e:n disolventes tales como la acetona y el
diclorometance Debido a iue los compuestos tienen bajs go=-
lubilidad en agua, cuando se desea que reaccionen con ma-
terlas que estén presentes en el medio acuogo, ya sea en
golucidn o en suspensidn, es preferible adicionarlos en
forma de una solucifn en un disolvente orgdnico, nds pre-
feriblemente un dlsolvente orgdnico miscible en agua tal
como acetons, 0 bien llevar a cabo la reaccibn teniendo el
compuesto de la £8rmula I adsorbido en un soporte sdlido.
Esta Ultima téenica de adsorcibn en un soporte sdlido se
prefiere, de forma particular, cuando se hace reaccionar
el fluordgeno con maberiales que son golubles en el medio
acuogo, de forma gue pueda sepawarse HOr filtracifn o cen~
trifugaci fn cualquier flmordgeno sin reaccionsr de la fir-

mula I adsorbido en el. soporte sélidol Log soportes sdli-
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dos apropiados incluyen las materdas inertes neutras, ta -~
les como tierra de diatomeas, polisacéridos, otce Un sopor-
te sélido particularmente preferido es la tierra de diato-
meas. La adsorcifn del compuesto de la férmula I en ol so=
porte sél?do puede llevarse a cabo con métodos de por af
conocidos, poOr ejemplo, suspendiendo el soporte sélido'en
una solucidn que contenga el compuesto de la férmula I,

por ejemplo, solucifn en acetona o cloruro de metileno, y
evaporando el disolvente de dicha susnensién seguido de se-—
cado por aire o secado en vacfo. Es nds vreferible preparar
los soportes §6lidoa conteniendo de alrededor de 0,1 a al-
rededor del 5,0% en peso de compuestos de la férmula I,més
preferentemente de alrededor del 1 a alrededor del 2% en
peso.

Tos flnordgenos de la férmula I reaccionan con
materiales que contiensn aminas nrimarias para formar pro-
éuc%os fluorescentoss Los productos obtenidos con los ma-
teriales que contlenen grupos amfnicos primarios con uno o
nés de dos &tomos de carbono son nuevose Los tipos de mate-
riales que pueden reacolonar con log fluordgenos de la fdr-
mula I in9layen aminas primarias; aminodcidos; péptidos; h
proteinas, particularmente las de significacidn biolégica,
tales como inmunfaglobulinas (anticuer_p?s); vims;’ organi g-
mos unicelulares, tales ocomo bacteriag, protozoog, algas
¥ hongos; y orgamismcs multicelulares, por ejemplo, helmin
tos como son les lombricese El efecto de la reaceidn de un
compuesto de la férmula I con uno de los materiales antes
indicados es el de introduclr una maroa fluorescentc en

dicho material. La introduccibn de la marca fluorescente
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permite la répida identificacidn de diocho material utili-
zando la tecnologfa fluorescente, partiocularmente la microg
copia fluorescentes El empleo del marcedo fluorescentes es
perticularmente importante en el campo de marcar proteinas,
partioularments agquellas de importancia bioldgica como son
los anticuerpos: Una ventaja principal de los compuestos
del presente %nvento estriba en que no son fluorescentes
por sf mismos, gino que al reaccionar con materiales que
contienen grupos eminicos primarios producen material £luo
rescente. Ademds, al reacclonar con agua contenida en el
medi 0 reaccional, los compuestos de la fémula I se descom-
ponen en materiales que tampoco resulian fluorescentes. Asi
pues, se ginplifica en gran manera la parificaéién y el
aiglamiento de los materiales marcados en forma flnorescen
te, debldo a que n0 es necesario separar estos materiales-
de los reactivos fluorogéhicos gin reaccionar o de sus pro-
dnctos de descomposicidn, como sucede con la téenica de mar—
cado del arte anterior, tal como con el fluorescein-iso-
tiocianato.

Log materiales preferidos que pueden marcarse con
los compuestos de la f£érmula I se exponen en la tabla I
gue sigue $

I. Microorgani smos

Bacteriag

l. Cocos gram—positivos '
Betreptocrcos (pyogenes, fecalis y viridans)
Estafilococos (aureus y albus)
Neumoococos (D. pneumonias)

De Cocos gram-negativos
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Neisseria (gonorrhoease y meningitidls)
Bacilos aerdbicos gram-positivos
Bacillus anthracis

Corunebacteriun diphtheriae
Erysipelothrix

Iisteria monocytogenes

Bacilos anaerdblcos gramnpositivosl
Clostridia (botulinum, perfringens, welchii y tetani)
Bacilos anaerdvicos gram-negativos
Bacteroides

Bacilos intestinales gram-negaltivos
Egcherichia

Klebsiella

Enterobacier

Proteus

Pgendomonas

Salmonella

Shigells

Bacilos no intestinales gram-negativos
Pagteurells (pestis y tularensis)
Hemophilus influenzag

Brucella (militensis, abortus y suis)
Bortadells pertussis

Malleomyces

Esgplroquetas

Treponema pallidum

Leptospira

Borrelia

Micoplasma
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106 Micobacterls

1le Vibrio

12. Actinomices

Protozoog

1. Protozoos intestinales
Ameabae

e Flagelados .
Tri chomonas
Leighmani g
Trypanosomnes
Toxoplasmna

3; Egporozoos

.

Plagmodia (vivax, falciparum, malariae y ovale)
4o Nematodos intestinales
Oxiuro
Angud. lostoma
"Whipwormg"
5e Nemétodos del tejido
Irichinella
Filarie (Wuachereria bancroftii)
Dracunculus
B Irematodos
Egquistosomas
Lombrices intestinales
Lombrices del tejido
T Cestoideos
tenias

8. Toxoplasma (T, gondii)
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Hongos
L. Sprotrl chun
20 Cryptococcus
Je Blastomyces
5e 4o Hi stoplasma
Se Coccidioides
6. Candida
Virus y organismog de Ricketls

L. Organismos de Ricketts
10. 2e Virus
Hopatitie canina
Papiloma "shope!
Influenza Ay B
Plaga de las avés
154 Herpes simplex
Adenovirus
Polioma
Sacrome rous
Vacuna
204 Virus de polio
Sarenpi én
Moquillo canino
Leucemla
Paratoditis

25 Enfermedad de Newcastle
Sendai

Eco
Enfermedad de ples y boea

Paitacogls
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Rablia
Ecotromelia

Virus de drbol

II. Antigenos fordneos

Polisacdridos

Hialuronidasa

Toxina del tétanos

Ovalbimina de huevo

Albimina de suero ovino
Gamna-globulina de plasma humano

Albdmina de suero humano

III. Antfgenos nativos

Hormonas

Hormonag pituitarias
Insulina

Glucagon

Hormona +tiroides
Gonadotropina coridnica

Hormona del desarrollo corddnica~prolactina

Enzimas

Quimi oty psinbzeno pancredtico
Procarboxipepti dasa
Deoxirribonucleasa

Ribonucleasa
Gliceraldehldo=3~-fosfato=dehi drogenasa

Catalasa

Antizenos orgdnicog especificos

Rifidn
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H gado

Piel

Corazén

Tracto gastrointestinal
Prégtata

Antfgenos enbrionicos

Antf genos tunorales

Componentes conectivos del tejido
Misculo '
Colageno
Amiloide

Antigenos celulares de la sangre, substancias del gru—

PO ganguineo y otros isoantigenos;m

Plaquetas

Megacariocitos

Leucocltos

Eritrocitos

Substancias del grupo sanguineo

Antigenos de Forssman

mntfgenos de histocompatibilidad
Proteinas de plasma '

Fibrina y fibrinoide

Plasmindgeno y plasmina
Globulinas patoldsicas

Mieloma, proteinas macroglobulindmicas y
disglobulinémicas
Pactor reumatoide

Proteina C reaciiva
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Anti cuerpog nativos

Gammapglobulina nativa
Anticuerpos nativos - anticuerpos nefrotdxicos

Autoanticuerpos

Factor antinuclear

Autoanticuerpos tiroides

Autoanticusrnos adrenales

dutoanticuerpos para célulaé parietales
géstricas en anemia perniciosa

Anticolon

Antin{gado

Antirrifidn

Anticuernos para esperustozoos
Anticorazén

Anticuerpos nmusculares en miastenia grave
Anticuerpos frente al tejido nervioso
Anticuerpos fiente al tejido fibroso y
los componentes vasculares

Anticuerpos frente plaguetas y megaocariocitos

Anticuerpos frente trofoblastos.

Anticuerpos inducidos asl

¢

Las clases de inmunoglobulina Igb, IgM, IgA

de diferentes especies.

Los materiales particularments preferidos gue

pusden mercarse con los compuestos de la Zérmula I son

Hymenolepis nana, Escherichia coli, anticuerpos para neumo~

cocos del tipo II y gammaglobuling.

Se ha descubierto que la reaccidn de marcado fluo
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rescente, utilizando los compuestos de la £érmula I, depen
de en gran manera del pH. El marcado tiene lugar con una
intens!dad sustancial entre PHs de alrededor de 8,0 y 10,5.
Una gama Sptima de pH para llevar a cabo el marcad? estd
comprendida entre un pH de 9,0 sproximadamente y 9,5 apro-
ximadamente. El pH pueds controlarse con téenicas de por
si conocidas para regular el pH; incluyend? el empleo de
anortiguadores. Sin embargo, debe evitarse, el empleo de
amortiguadores que contengan grupos aninicos primarios
libres.

Ia extensidn del marcado de un substrato parti-
cular variard segin la concentracifn de fluordgeno utili-
zada y el contacto total entre el fluorfgeno y el substra-
04

Ie extensidn del marcado deseado para cualgquier
substrato particular y finalidad variaré; evidentemente;
gegin los casos. Se ha encontrado que; para la mayoria de
log fines, el marcedo extensivo puede lograrse con un tiem
po de contacto comprendido entre 2 minutos y 2 horas, més
preferentemente entre unos 5 minutos y 30 minutos.

Ta oxeltacifn fluorescente y el empectro de emi-
sibn para los materiales marcados variard también segin
gea la naturaleza del material. Como ejemplo puede citar—
ge un esvectro tfbico fluorescente para unsg fraceidn de
ganma~blogulina marcada con un compuesto de la fdérmula I
en donde existe dos maximos de excitacién, a 290 y 390 nm,
v un méximo de emisidn a 480 nm.

Se ha enoontrado, asimismo, gue el marcado de



5e

10.

154

20,

25

~21—

substratos vivientes, tales como bacterias o tenias con
log fluordgenos de la'fﬁrmula I puede producir escaso
efeoto, sl 1o produce, sobre su viabilidads Asf pues, el
Presente procedimiento proporciona un nétodo ¢ficaz para
el marcado de organismos vivientes. Se ha encontrado,asi-
mismo, que el marpado de proteinas bioldgiceamente impor -
tantes, como gon los anticusrpos, produce escaso efecto;
gl es que lo produce, soObre sus propiedades bioldgicas.Por
ejemplo, &1 se marcan en forma fluorescente auticuerpos
contra neumococos del tipo II, siguiendo la técnica precew
dente, permanece oonsiderablemente inafectado el Htulo
del anticuerpo y, lo gue es mas importanie, permanece inal
terada la especificidad del anticuerpo; En egte caso por
ejemplo, los enticuerpos resultaron todavfa especificos

para log neumococos del +tipo II y no se ealazaron con los

neunococos del +1po I

Una caracterfstica adicional de los materiales
marcados, preparados megin la téemica precedents, estriba
en que éstos son sorprendentemente estables durante pro-
longados perfodos de tienpo, ain a la ftemperatura del am-
biente y en presencia de luz. Asi pues, existe reducida
degtruceldn de la marca fluorescente introducida en une
variedad de substratos, incluyendo subsiratos vivientes y
no vivientes durante perfodos tan prolongados como un mess.

EL presente invento puede comprenderse y apre -~
ciarse de forra mds amplia con referencia a los ejemplos
concretos que siguen;

EJEMPLO 1
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Se adicionaron 100 cc de soluci dn de hidrﬁxido
sédico 2N¥ g una mezola, agitada mecénicamenbe, de 83,2 g de
benzalacetofenona (0,3 M), 1000 cc de metanol y 120 cc de
perdxido de hidrdgeno al 15%, mientras que se mentenfa la
temperatura nor debajo de 309 neddante refrigeracidn exter-
nae Despuds de completada la adici6n; se dejé en reposo
Ja mezecla a la temperatura del ambiente durante 20.minutos.
Se separd por filitracibn el precipitado oristalino, se la-
vé'con agua y se recristalizd en metanol. Se obtuvieron
59,6 g de 1,3-difenil~2;3~epoxi~1-propanona; punto de fu -
sién 909C,

EJRMPTO 2

Se adiciond rfpidamente una solucidn caliente de
30 g de tercibutdxldo potdsico en 500 cc do etenol a uns so-
lucidn de 30 g de 1;3-difenil~2;3~epoxi~l~pr0pano en 500 co
de etanols. Se mambuve en ebullicidn la mezcla en un bafio de
vapor durente 2 minutose Iuego se diluyd con 3 litros de
agua; Se saturd la solucidn acuosa con dldxido de carbono
mediante la adicidén de pequefios trozos de hielo seco. Se exe
trajo la emulsidn resultante con éter. Si diluyeron los ex=
tractos etéreos con benceno; se gsecaron sobre sulfato sédi-
00 ¥ se evaporarcn bajo presién reducida. La destilacibn en
alto vacfo del aceitec oscuro restante did 19,5 g de 1,3~d1~
fenil-1l,2~-propandiona; punto de ebullicidén 136~1382/0,1 mm.

ESEIPLO 3 ‘

Se dejb reposar a la temperstura ambiente darante
2 horas una soluoibn de 44,8 g de 1; 3-c11fenil-1; 2-~propan-
diona en 90 cc de N;N~dimetilformamida~dimetilacetal. Se ver

t10 luego en 1 litro de hielo/agua. Se extrajo la mezcla
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acuoga tres veces con &ter. Se lavaron los extractos combi=
nados con agua; se diluyeron con benceno; se secaron sobre -
sulfato sddico y se evaporsron bajo presifn reducida. Ia
cristalizacidn del residuo oleoso resultante en éter/éter
de petréleo; aib 40,2 g del producto deseado. Le concentra=
cidn de las aguas madres y la adicidn de &ter de petrdleo
proporciond una segunda cosecha de 3;1 g} Bn total selobtu~
vieron 43;3 g de 1~dimetilamino~2;4—difenil-l-buten—3,4~dig
na; punto de fusidn 1084C.
BJEMPTO 4

Se adicionaron 500 cc de hidréxido potdsico acuo-
go el 2% & una solucidn de 43;3 g de l-dimetilamino~3,4~di-
fenil-l-buten—3;4-diona en 500 cc de etanol. Se agitd la
mezcla durante 2 horas a la temperatura del ambiente. Iuego
ge diluyd con 3 oc de agua y se acidificd oon dcido clorhi-
drlco al 10%. Se separ$ por filtracién con succibn la 2-hi-
drox.~2, 4-ai ford 1-3(2 H)-furanona s6lida que precipitb. Se
lavd la torta de filtracibn con agua y se Gisolvié (sin pu=
rificacibn adicional) con 500 cc de metanole Se §0met16 a
reflu;]o; durante 2 horas, la solucidn metanbdlica, se concen
4rd luego sobre el bafio de vapor hasta; anroximadamente, 356
cc. Dospuds dé refrigeracidn se obtuvo el producto cristali-
no. Egte producto se purificd adicionslmente recristalizéne-
dolo dos veces en metanol; 1o que dié 25;5 g del material
desezdo; punto de fusibn 93-952C. Se combinaron las aguas

madres y se evapuraron. 8¢ volvié a disolver el residuc en
cloroformo y se £iltrd a través de 200 g de galde silice. Se

evapord el eluato y se recristalizd el residuo en etanol,

lo que dié un producto adicional de 5,8 g punto de fusidn
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93-958C, En total se obtuvieron 31;3 g de 2-metoxi~2,4~dl
feril~3(2 g)-mrmona; punto de fusidn 93959C,
EJEMPLO 5 .
Procediendo en la forma expuesta on los ejen-
plos 1 a 4 se prepararon los compuestos sigtzien‘bes;ihclu-

yendo los intermediarios respectivos para su Hrevaracidn:

.

2~eto:d~2;4~difenil-3(2 H)-furanona, punto de
fusibn 87 9; '
2~benciloﬁ~2;4-difenil—3(2 _I;)-furanona; punto de
fusidn 14090; '
2-motoxi=2~Font l=4w(4=nitrofenil )~3~(2 H)-furanona,
punto de fugidn 115~1174C,
EJAIPLO0 6
Procediendo e la forma expuesta en log ejemplos
1l a 4 pueden vprepararse los comduestos siguientes ¢
o-motoxl =2~feni l~fe( 2-naftil)-3(2 H)=furanonas
2-met0xd ~2=(4~clorofenil)~4~fenil=3(2 H)=furan ona;
2—gto:d-—2—(2;4-di}netomfem1)-4—(3-indo:xi1)~3-(2 B-
furanona,
2~metuxi~2~Foni 1=4 ( 2=trifluorometilfenil)-3(2 H)-
furanona;
Se tifleron durante 10 minutos, a 22-269C, tenias

de ratén (Hymenolepis nana) en 9 cc¢ de tampén am;oso, pH
9;5; mediante la adicifn de 1 co de soluoiﬁfx acetdni ca
(de diversas uoncentraciones) de 2~meto:d.-2; 4@l Tonilm3
(2 H)~furancna. Se separ$ el colorante en excosc lavando
10s gueanos on el medio de ocultivo BIE (medjl.o basal de

dguilas). Ia intensidad de la fluorescencia, estimada so-
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bre una escala arbitraria que va desde no tincibn (0) hag=
ta tincidn mixims (1;00); ge dotermind utilizando un mi -
cr?scopio de American Optical Fluorescent gl ocabo de 1 ho-
ra, 22 horas y 8 dfas despuds de la ¥incibn. Estos résulta-
dos se exponen a continuaciSn. La morfologfa general y la
actividad de los gusanos resultd inafectada por el proce=-
dimiento de tincién.

Concentracidn mg/co Tiompo de post-tineidn
1 hora 22 horas 8 &as

o; 0 0,06 0,06 0,06
0,5 0,37 031 0,50
O;l 0;67 0;67 -

0.2 0;75 0;75 0;57

Se suspendid Egcherichia coli en 9 cc de solucién

salina amortiguada com borato, PE 9,5, ¥ se ti§6 durante
50 a 60 minutos; a la temperatura del ambien%e; nediante

la adicidn de 1 ec de solucldn aceténica (de diversas con-
centraciones) de 2-metnxi-2y4~difenil~3(2 H)-furanona. Se
gepard el colorante en exceso por centrifugaoi6n; 80 sug~
pendieron las bacterias en solucidn salina, se guardd a 409G
¥ se oxaminaron lag muegiras por lo que respecta a la fluo-
rescencie al cabo de 24 horas; 8 dfas y 16 afas de la tin-
cifn. Ia viabilidad de la célula se estimd 22 horas despuds
de la tincidn mediante una téenica corrients de contado

de placas; Ta intensidad de la tincidn se juzgd tomando co-
mo base una escala arbi?raria que va desde no tineidn (0)
hasts tineidn mixima (1,00), Los resultados se exponen &

continuacidn :
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Conce mg/cc  Tempo de post~tincién  Viabilidad de
‘ la celula

l dlg 8 dlas 16 dias

0,0 0,00 0,00 0,00 2 x 10°
0,05 0,61 0,67 0,67 -

0,1 1,00 0,87 0,87 7 x 108
o;a 1;00 1; 00 0,87 4; 5 x 10°

EJIMPIO 9 *

Se diluyd en tampdn, pH 9,0 suero antineumococo

.

de conejo del ti;o II especifico y se hizo reacclionar du -
rente 10 minutos, a la temperatura del ambjente; con cell-
to (tlerra de diat?meas) conteniendo el 1% o el 2% peso/
pego de 2-metoxi-2,4-difenil—3(2l§)~furanona; Iuego se
separd el celite por filtracifn o centrifugacifn y se guar-
dd el suero marcado a 420, Ia suspensiln salina de neumo—
cocos del tipo II se dispuso sobre el poriaobjetos del mi-
croscoplo. las bactenias; después de secadas por aire; ge
fijaron al portaobjetos mediante calor y =se¢ tifieron con
antisuero del tipo II marcado durante 10 a 30 minutos; a
la temperatura del ambiente. Se separd el antisuero en ex—
ceso lavendo el portaobjetos con solueidn salina y se de-
termind la fluorescencia mediante inmersién directa en acei
tes Lo intensidad de la tincidn se midid al cabo de 10;25
v 31 dfas despuds del marcado y se juzgd tomando como base
una escala arbi?raria que va desde no tinoién (0) hasta mé-~
xime tincién (1,00).

Los r sultados se exponen a contlinuscidn @



T empo de post Dilucifn del suero marcado
marcado (dias) 1:10 ' 1:100
Intensidad de la fincion
0 0,87 -
10 0,75 1,00
Se 25 0,75 -

Cuando los neumococos del tipo I se utilizaron
en calidad de antigenos no se observd fluorescencia, indi-
cando ello que e conservd la especifiocidad inmunolégica.
10. El efecto del marcado sobre el titulo del anti -
cusrp0 se determind sigulendo las vruebas inmunoldégicas co-—
rrientes. Los resultados se exponen a continuacibn. Bl ti-
tulo se expresa como el reciproco de la dltima dilucibn de

suero dando una reaccidn positiva.

154 Prueba inmunoldzics, Htulo

—ror

marcado/suero sin marcar/suero
Reaccidn de Quellung 100 80

Aglutinacidn en el poria-
objetos de latex 400 320-640

Microscoplo fluorescente @

20 14 das después del marcado  640-1280 0
31 dias despuds del marcado  400-800 0
EJEMPLO 10

Se disolvieron 50 mg de gamma~globulina (oaballo;
pureza » 98%) en 500 cc de tampones 0;05 M de pH variable.
o5, Se adicionaron 200 mg de celite conteniendo 2% peso/peso
de 2ﬁnetcxi-2;4-difenil-3(2 H)-furanons (preparado tratando
10 g de celite con unz soluoidn de 200 mg de la furanona
en acetona y evaporando hasta sequedad): Desgués de agitar

nagnéticanente & la temperatura del ambiehie, se filtrd
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la mezecla a través de un fino embudo, se oongeld el filtre-
do en hielo seco-acetons y se guardd en un congslador. La
flnorescencia se midid después de centrifugaeién; Ia fluo-

regeencia relativa se ofrece en unidades arbitrarias.

pH__ fluorescencia relativa
8;00 4 '
8,35 95
8;50 16
8,83 33
9, 00 46
9,31 - 3
9,50 80,5
9;75 84
10, 06 89

Después de dejar en reposo las soluclones durante
3 dias a la temperatura dél ambiente ge obituwieron log mis=-
mos resultados.

BIEMPLO 11

Se marcan 20 co de moluciones al 1% de gamma-glo-
bulina (caballo, D 98 %) en tampdn, pH 9,00 o 9,50, por
tratamiento con 200 mg de celite conteniendo 2% peso/peso de
2-metoxi~2;4~difeni1—3(2 H)-furanona a la temperatura del
ambiente; durante 10 minutos. Se neutralizayon inmedlatamen=
te las soluciones hasta pH 7;00 con HO1 1 N, se centrifuge-
ron y se guardd el sobrenadante a la tempe;atura del ambien
te. Ia fluorescencla relativa se midid (activacidn 390 nm;
emigibn 484 nm) a varios intérvalos y se ofrece en unidades

arbitrarias.
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pH 9,00

Dias de post marcado fluorescencia relativa

0 56,0

1 56,0

2 55,5

3 56,0

4 57,0

6 -

8 55,0

11

pH 9,50

Dias de post marcado fluorescencia relativa

0 89,5

1 ' 89,0

2 88,0

4 83,0

6 89,0

8 -

11 86,0
3 - pH 9,50

fluorescencia relativa

REIVINDICAGIONES
‘Descrito el objeto del presente invento se decla~-
ran nuevas y de propia invencidn las siguientes reivindica~
ciones con prioridad de la solicitud de patente U.S.A. nim.

338,019 del 5 de marzo de 1973.

1o~ Un método para marcar de forma fluorescente

un material conteniendo un grupo aminico primario, que com-
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prende tratar dicho material con un compuesto de la férmu-

la R3
—~
0. ><‘x=0 (1)
Ry R,
en la que
R, es alquilo inferior o fenil-alquilo inferior,
R2 es fenilo o fenilo substituido y
R3 es fenilo substituido o insubstituidoy nafti-

lo o indolilo,

en un medio acuoso a un pH comprendido entre 8,0 y 10,5.

2.~ Un método de conformidad con la reivindica-
cidn 1, caracterizado porque preferentemente el pH del medio
acuoso en que se verifica el tratamiento, estd comprendido
entre 9,0 y 9,5. ,

3.~ Un método, de conformidad con la reivindica~
cién 1 o la 2, caracterizado porque el material que se marca
es una proteina.

4.~ Un método, de confeormidad con la reivindica-
cién 3, caracterizado porque la citada proteina es un an-
ticuerpo.

5.~ Un método, de conformidad con la reivindica-
cién 1 o la 2, caracterizado porque asi mismo el material
con grupo aminico primario que se¢ marca es un organismo
unicelular o multicelular.

6.~ Un método, de conformidad con la reivindica-
¢ién 1 o la 2, caracterizado porque también el material

eminico que se marca es Hymenolepis nana.

;
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7.~ Un método, de conformidad con la reivindica~
cién 1 o la 2, caracterizado porque también el material am{-
nico gque se marca es Escherichia coli.

8.~ Un método, de conformidad con la reivindica-
cién 1 o la 2, caracterizado porque del mismo modo el mate-
rial aminico que se marca es un anbicuerpo para neumococos
del tipo II.

9.~ TUn método, de conformidad con la reivindica-
cidn 1 o la 2, caracterizado porque aesimismo el material que
se marca es un gammaglobulina.

10,~ Un método, de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque espéciq;
mente el compuesto reactivo de la férmula I indicado es
2-metoxi—~2, 4~difenil-3(2H)-furanona.

11.~ Un método, de conformidad con cualguiera de
las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque también
especialmente el compussto reactivo de 1la férmula I es
2~benciloxi~2,4-difenil-3-(2H)~furanona.

12.~ Un método, de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque el com-
puesto reactivo de la férmula I se adsorbe eventualmente
sobre un‘soporte sélido inerte, con el que se verifica‘del
mismo_modo la reaccibn con los citados materiales con grupo
aminico primario.

13.~ Un método, de conformidad con la reivindica-
cién 12, caracterizado porque dicho soporte sélido es tie~
rra de diatomeas.

14,~ Un método paru marcar de forma fluorescente
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un material conteniendo un grupo sminico primario,

Segln se describe y reivindica en la presente me~
moria descriptiva que consta de 32 pdginas foliadas y es-—
critas a miquina por una sola cara.

Madrid, a4 Marze

(72 A
Firmado: JC/)SE L. MCRA
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