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Compuestos de etiquetado y su uso en los ensayos
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion se refiere a compuestos marcados con ferrocenilo y al uso de tales compuestos en ensayos
electroquimicos y métodos de deteccion electroquimica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La deteccion de ciertas moléculas bioldgicas juega un papel importante en muchos aspectos de la vida. Por
ejemplo, en el campo de la medicina, existe una necesidad constante de detectar patégenos bacterianos o virales, o
moléculas bioldgicas. Otros campos en los que los ensayos sensibles son esenciales incluyen las industrias de
alimentos y bebidas. Un método de deteccion implica el uso de compuestos electroquimicamente activos. La
aplicacién de deteccion electroquimica tiene una serie de ventajas sobre otros métodos, como la deteccion
fluorescente. La deteccion electroquimica tiene el potencial para niveles muy altos de sensibilidad y exhibe un rango
dinamico lineal mas amplio que la fluorescencia. Ademas, no es obligatorio que las muestras sean 6pticamente
claras. También hay menos interferencia de contaminantes de fondo (muchas muestras bioldgicas son auto
fluorescentes).

[0003] EI documento WO03/074731 describe marcadores electroquimicamente activos y métodos de exploracion
para un acido nucleico. Los métodos implican poner en contacto una soluciéon de acido nucleico con una sonda de
oligonucledtidos unida a un marcador electroquimicamente activo. Se provoca que la sonda se hibride al menos
parcialmente con cualquier secuencia diana complementaria que pueda estar presente en la solucién de acido
nucleico. Después de la degradacion enzimatica de la sonda de acido nucleico, la informacion se determina
electroquimicamente en relaciéon con el marcador.

[0004] Hillier y col. (Bioelectrochemistry 63 (2004) 307-310) describe el uso de compuestos de urea de ferroceno
como marcadores en métodos electroquimicos de pulso para la discriminaciéon electroquimica entre un
oligonucledétido marcado y un oligonucleétido marcado digerido con enzima.

[0005] El documento WO2005/005657 divulga marcadores y métodos electroquimicamente activos adicionales para
detectar actividad de proteasa. Los métodos implican poner en contacto una solucién de muestra con un sustrato de
proteasa unido a un marcador electroquimicamente activo, proporcionando condiciones bajo las cuales cualquier
proteasa presente en la muestra puede degradar el sustrato de proteasa. Después de la degradacion, la informacion
se determina electroquimicamente en relacién con el marcador.

[0006] Los documentos WO2012/085591 y W0O2013/190328 describen ciertos compuestos de diferrocenilo para uso
como marcadores electroquimicos.

[0007] Existe una necesidad continua de desarrollar etiquetas que permitan la deteccion de la presencia de
sustratos biolégicos o indicadores, por ejemplo, acidos nucleicos o aminoacidos, en bajas concentraciones. En
particular, existe una necesidad continua de nuevas etiquetas con diferentes potenciales de oxidacién y/o con
diferentes propiedades quimicas o fisicas, ampliando asi el rango de posibles ensayos disponibles y aumentando el
alcance para el desarrollo de reacciones multiplex. Ademas, existe una necesidad de compuestos
electroquimicamente activos que puedan usarse como controles internos en ensayos. Tales compuestos necesitan
dar respuestas electroquimicas robustas y consistentes.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La presente invencion proporciona nuevos compuestos de marcado de ferrocenilo, derivados funcionalizados
de los compuestos y sustratos marcados con los compuestos. Se ha encontrado que los compuestos de esta
invencion son marcadores eficaces para uso en ensayos electroquimicos. También se ha encontrado que los
compuestos de la invencion dan respuestas electroquimicas robustas y consistentes con potenciales de oxidacion
entre -150 mV y 584 mV, por lo que pueden ser Utiles como controles internos en ensayos. Cuando se usan como
sondas en ensayos, los compuestos de la invencidon proporcionan alturas de pico consistentes y reproducibles.
Ademas, los compuestos de la invencidon exhiben un amplio rango electroquimico, que permite un ajuste excelente
para que una etiqueta de control interno esté en un area "limpia" del voltammagrama, es decir, en un area separada
de otros picos. Por lo tanto, los compuestos de la invencién son muy utiles en ensayos multiplex.

[0009] Los compuestos y sustratos marcados de la invencion pueden usarse en cualquier otra técnica
electroquimica en la que sus caracteristicas electroquimicas puedan utilizarse para obtener informacién sobre las
etiquetas o su entorno.

[0010] La descripcion generalmente se refiere a un compuesto que tiene la formula general |
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donde:

cada sustituyente X se selecciona independientemente de halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnRs, PRy,
P(O)Rz, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO2R, CN y CF3;

cada R se selecciona independientemente entre alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;
Y es un espaciador;

Z es un espaciador;

L es un grupo enlazador;

aes0,1,2,304;

hes0,1,2,3,405;y

vinilo, alquilo, cicloalquilo, alquileno, arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3
sustituyentes seleccionados independientemente de alquilo no sustituido, OH, CN, fluor, cloro, bromo y yodo.

[0011] Los compuestos de marcado de la invencién y los sustratos marcados derivados de los mismos ofrecen
caracteristicas que los hacen complementos Utiles de los compuestos de marcado previamente conocidos,
permitiendo un espectro mas amplio de aplicaciones. Por ejemplo, los compuestos y sustratos marcados de la
invencion pueden ofrecer oportunidades adicionales para evitar condiciones bajo las cuales el potencial de medicion
puede verse comprometido por la interferencia con las impurezas que pueden estar presentes. Los compuestos y
sustratos marcados de la invencion también ofrecen diferentes valores de potencial electroquimico, permitiendo
potencialmente una mayor flexibilidad en los ensayos multiplex.

[0012] La actividad electroquimica de un marcador se modula principalmente por los sustituyentes en el grupo
ferrocenilo. Por lo tanto, la eleccidon de X, a y b puede permitir que el potencial electroquimico del compuesto se
seleccione apropiadamente. Se puede lograr un ajuste mas fino mediante la eleccion de Y y Z.

[0013] La invencion se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. En particular, la invencion proporciona
los compuestos de las reivindicaciones 1 a 4, los derivados funcionalizados de la reivindicacién 5, los sustratos
etiqguetados de las reivindicaciones 6 y 16, los kits de ensayo de las reivindicaciones 7 y 16, los usos de las
reivindicaciones 8-9 y 16, los métodos de las reivindicaciones 10-16, y los acidos nucleicos marcados de la
reivindicacion 17.

[0014] En una realizacion, la invencion se refiere a un compuesto de formula 1A

Xa
T A AN
) ~ M
e N

donde:

cada sustituyente X se selecciona independientemente de halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnRs, PRy,
P(O)Rz, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO2R, CN y CF3;

cada R se selecciona independientemente entre alquilo, arilo, cicloalquilo o heteroarilo; A es O, B es CH2 y c es
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1,0

AesCH;,BesOyces?2
aes1,2,304ybes0,1,2,3,405;0
aes0,1,2,3,405ybes1,2,3,405;y

vinilo, alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de alquilo no sustituido, OH, CN, fltor, cloro, bromo y yodo.

[0015] En otra realizacion, la invencién proporciona un compuesto de férmula general 1B

IB

donde:

cada sustituyente X se selecciona independientemente de halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnRs, PRy,
P(O)Rz, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO2R, CN y CF3;

cada R se selecciona independientemente entre alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;
AesO,BesCH;yces1,0
AesCH;,BesOyces2;y

vinilo, alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de alquilo no sustituido, OH, CN, fltor, cloro, bromo y yodo.

[0016] En los compuestos de la invencion, el ferrocenilo puede tener solo un sustituyente X, tal que a + b = 1. El
ferrocenilo puede no tener sustituyentes en el anillo de ciclopentadienilo distal, de modo que b es 0. El ferrocenilo
puede tener solo un sustituyente en el anillo de ciclopentadienilo proximal, de manera que a es 1.
[0017] En una realizacion de los compuestos de la invencion, cada X se puede seleccionar independientemente
entre halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnR3, P(O)R2, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO;R, CN y
CFs. En otra realizacion de los compuestos de la invencién, cada X se puede seleccionar independientemente entre
halo, vinilo, SR, S(O)R, alquilo, P(O)Rz, S(O):R, SiRs. En una realizacion particular, cada X se selecciona
independientemente de SR, S(O)R y S(O);R. En otra realizacion, a es 4, b es 5y cada X es metilo.
[0018] En otra realizacion, la invencion proporciona un compuesto seleccionado de:

3-(ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;

3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol;

3-((1'-cloro)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;

3-((2-terc-buitiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;

3-((2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;

3-((2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;

3-((2-di-terc-butilfospinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;

3-(2-tributilestannil-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
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3-(2-trimetilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-tributilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-trimetilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-vinilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-yodo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol;
2-(3-(2-terc-butiltio)-ferrocenilpropoxi)etanal;
2-(3-(2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilpropoxi)etanol; y
2-(3-(2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilpropoxi)etanol.

[0019] Los compuestos de la invencion son compuestos de marcado adecuados para formar sustratos marcados. La
union de los compuestos a un sustrato puede ser directa (por ejemplo, a través de L) o a través de un grupo de
funcionalizacion, preferiblemente a través de un grupo fosforamidito. Por lo tanto, en una realizacion, la invencion
proporciona compuestos que son derivados funcionalizados de los compuestos de la invencion. Preferiblemente, los
derivados funcionalizados comprenden un resto de funcionalizacion seleccionado de grupos de éster succinimidilo,
grupos fosforamidita, grupos maleimida, biotina y grupos azida. En una realizacidon particular, el resto de
funcionalizacion es un grupo fosforamidito.

[0020] En otra realizacion, la invenciéon proporciona sustratos marcados con un compuesto de la invencion. Los
sustratos que pueden etiquetarse incluyen acidos nucleicos, aminoacidos, polipéptidos, carbohidratos y derivados o
analogos sintéticos de cualquiera de esas moléculas, siempre que el sustrato esté marcado en la posicién 5 de un
nucledtido cuando el sustrato sea un acido nucleico. Otros sustratos que pueden etiquetarse incluyen particulas de
latex/paramagnéticas.

[0021] En una realizacion preferida, el sustrato es un acido nucleico. Preferiblemente, el acido nucleico tiene una
secuencia que es complementaria a una secuencia en un microorganismo seleccionado del grupo que consiste en
Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium y Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina. En una realizacion, el sustrato no es adenosina.

[0022] En otra realizacion preferida, el sustrato es un aminoacido, polipéptido o carbohidrato; o un acido nucleico
que comprende al menos 2 nucleétidos.

[0023] Se proporciona también un kit de ensayo para determinar la presencia de un objetivo de ensayo, en el que el
kit de ensayo comprende un sustrato marcado de la invencion.

[0024] Otra realizacion proporciona el uso de un compuesto de cualquiera de las realizaciones de la invenciéon como
una etiqueta en un ensayo electroquimico. En una realizacion particular, el ensayo es para detectar un sustrato
marcado electroquimicamente, con la condiciéon de que el sustrato esté marcado en la posicién 5 de un nucleétido
cuando el sustrato es un acido nucleico. Mas particularmente, el ensayo es para determinar la cantidad de un
sustrato marcado electroquimicamente. Por ejemplo, los compuestos de la invenciéon pueden encontrar uso en un
método como se describe en el documento WO03/074731 o en un método como se describe en el documento
WO02005/005657.

[0025] Otra realizacion proporciona un método para la fabricacion de un derivado funcionalizado de un compuesto
de la invencion, que comprende hacer reaccionar un compuesto de la invencién con un compuesto funcionalizante.
En una realizacion particular, el compuesto de funcionalizacion comprende un grupo fosforamidito.

[0026] También se proporciona un método para la fabricacion de un sustrato marcado que comprende hacer
reaccionar un compuesto de cualquiera de las realizaciones de la invencién con un sustrato para obtener un sustrato
marcado, con la condicién de que el sustrato esté marcado en la posicién 5 de un nucleétido cuando el sustrato es
un acido nucleico.

[0027] Otra realizacion proporciona un método para detectar un acido nucleico en una muestra que comprende
poner en contacto un acido nucleico con una sonda de acido nucleico complementario en condiciones para permitir
la hibridacién entre la sonda y el acido nucleico, en el que la sonda estd marcada en la posicion 5' de un nucleétido
con un compuesto de cualquiera de las realizaciones de la invencion. EI método puede incluir la etapa adicional de
medir la actividad electroquimica del compuesto que marca la sonda. Opcionalmente, el método comprende la etapa
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de degradar selectivamente la sonda hibridada o no hibridada, antes de la etapa de medicién. La degradacion
selectiva de una sonda hibridada puede efectuarse mediante una enzima de exonucleasa especifica de doble
cadena. La actividad electroquimica del compuesto de la invencidon puede ser dependiente cuantitativa o
cualitativamente del grado de degradacion de la sonda. Opcionalmente, el acido nucleico se amplifica (por ejemplo,
mediante PCR u otra técnica de amplificacion de acido nucleico) antes de ponerlo en contacto con la sonda.

[0028] Otra realizacion proporciona un método para detectar un sustrato etiquetado con un compuesto de cualquiera
de las realizaciones de la invencién, que comprende la etapa de medir la actividad electroquimica del compuesto,
con la condiciéon de que el sustrato esté marcado en la posicion 5’ de un nucleétido cuando el sustrato es un acido
nucleico. En una realizacion, se usa un dispositivo de ensayo que comprende al menos dos marcadores,
comprendiendo cada etiqueta un compuesto o sustrato marcado de acuerdo con la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA
[0029]

La Figura 1 muestra los voltamogramas obtenidos a partir del ensayo de PCR muiltiple descrito en el ejemplo 22
a continuacion.

La Figura 2 muestra un grafico que cataloga el uso de 3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol (ejemplo de
compuesto 2) como una sonda en una serie de ensayos de deteccidn, como se describe en el ejemplo 23,

[0030] EI término "alquilo" se refiere a grupos alquilo de cadena lineal que tienen de 1 a 8 atomos de carbono,
preferiblemente de 1 a 6 atomos de carbono, y mas preferiblemente de 1 a 4 atomos de carbono y grupos alquilo de
cadena ramificada que tienen de 3 a 8 atomos de carbono, preferiblemente de 3 a 6 atomos de carbono. Los grupos
alquilo ilustrativos incluyen metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo y t-butilo.

[0031] EI término "cicloalquilo" se refiere a un anillo carbociclico saturado o parcialmente saturado que tiene de 3 a 8
miembros de anillo, preferiblemente de 3 a 6 miembros de anillo. Uno o mas miembros del anillo se pueden
seleccionar de heteroatomos tales como oxigeno, azufre y nitrégeno. Los grupos cicloalquilo ilustrativos incluyen
ciclohexilo, ciclopentilo, piperidinilo y morfolinilo.

[0032] EI término "alquileno” se refiere a un radical alquilo bivalente de cadena lineal que tiene de 1 a 8 atomos de
carbono, preferiblemente de 1 a 6 atomos de carbono, mas preferiblemente que tiene de 1 a 4 atomos de carbono o
un radical alquilo bivalente de cadena ramificada que tiene 2 a 6 atomos de carbono, preferiblemente 3 a 4 atomos
de carbono.

[0033] El término "alquenilo” se refiere a grupos alquenilo de cadena lineal o ramificada que tienen de 2 a 6 atomos
de carbono, mas preferiblemente de 2 a 4 atomos de carbono. Los grupos alquenilo ilustrativos incluyen etenilo,
propenilo y butenilo.

[0034] EI término "arilo" se refiere a un anillo monociclico o biciclico aromatico insaturado que tiene de 5 a 10
miembros de carbono. Los grupos arilo ilustrativos incluyen fenilo y naftalenilo.

[0035] EI término "heteroarilo" se refiere a un sistema de anillo aromatico aromatico monociclico o biciclico que tiene
de 5 a 10 miembros de anillo y que contiene atomos de carbono y de 1 a 4 heteroatomos seleccionados
independientemente de heteroatomos tales como oxigeno, azufre y nitrégeno. Los grupos heteroarilo ilustrativos
incluyen furanilo, imidazolilo y tiazolilo.

[0036] "Halo" o "halégeno” se refiere a fltor, cloro, bromo y yodo.

[0037] EI término "anillo de ciclopentadienilo proximal" se refiere al anillo de ciclopentadienilo al que se adjunta el
grupo espaciador Y. El término "anillo de ciclopentadienilo distal" se refiere al anillo de ciclopentadienilo al que el
grupo espaciador Y no esta unido.

[0038] Con referencia a los sustituyentes, el término "independientemente” se refiere a la situacion en la que cuando
es posible mas de un sustituyente, los sustituyentes pueden ser iguales o diferentes entre si.

[0039] Salvo que lo contrario sea evidente a partir del contexto, debe entenderse que las referencias al término
"sustrato" incluyen tanto sustratos de origen natural como sustratos sintéticos. Las referencias a carbohidratos,
acidos nucleicos, aminoacidos y polipéptidos deben entenderse que se refieren a carbohidratos, acidos nucleicos,
aminoacidos y polipéptidos naturales o sintéticos.

[0040] EI término "polipéptido" se refiere a cualquier cadena de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos que
comprenden dos o mas residuos de aminoacidos, tales como un dipéptido o una proteina compleja.
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[0041] EI término "acido nucleico" se refiere a una molécula que comprende uno o mas residuos de acido nucleico e
incluye nucleétidos, nucledsidos, oligonucledtidos y polinucleétidos, e incluye ADN y ARN. El acido nucleico puede
comprender de 1 a 50 nucleétidos, mas preferiblemente de 2 a 40 nucledtidos, especialmente de 15 a 35
nucledtidos, siendo especialmente preferidos de 18 a 30 nucledtidos. Para algunas aplicaciones, los sustratos de
longitud mas corta pueden ser Utiles, por ejemplo, acido nucleico con 1 a 14 nucleétidos, mas preferiblemente de 2 a
10 nucledtidos. Los nucledtidos pueden seleccionarse entre nucleétidos de adenosina, timidina, guanosina, citidina o
uridina. Cuando el acido nucleico esta unido a una etiqueta proporcionada aqui, preferiblemente esta unido a través
de un grupo unido al grupo ribosa o desoxirribosa de un nucleétido, por ejemplo en la posicion 2’, 3' 0 5, tal como a
través de un oxigeno o atomo de nitrégeno. Mas preferiblemente, el acido nucleico esta unido en la posicion 3’ o0 5'
de un nucledtido, por ejemplo en la posicién 5. La secuencia de la porcion de acido nucleico del sustrato es
preferiblemente tal que el sustrato puede hibridarse con una secuencia diana complementaria y asi usarse como una
sonda en una técnica de biologia molecular, por ejemplo, una de las técnicas de deteccion de acido nucleico
descritas aqui.

[0042] EI término "carbohidrato”" se refiere a una molécula que comprende uno o mas residuos sacaridos e incluye
monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos.

[0043] Los sustratos pueden ser nucleotidos unicos y aminoacidos unicos. En el caso de un ensayo que se basa en
la escision de un sustrato, por ejemplo, mediante una enzima, un Unico aminoacido o nucleétido se puede considerar
como un sustrato porque, aunque carece de un enlace interno capaz de ser escindido por una enzima, tal enlace se
puede formar a través de la uniéon de un marcador. En una realizacion, el sustrato no es adenosina.

[0044] Cuando en el presente documento se hace referencia a derivados de sustratos de origen natural, esos
derivados pueden ser derivados de origen natural o derivados sintéticos del sustrato.

[0045] Se entendera que las referencias al término "hibridar" en el contexto de acidos nucleicos significan union
especifica de un primer acido nucleico a un segundo acido nucleico de secuencia complementaria. También se
entendera que para que se produzca la hibridacién, no se requiere que la complementariedad de las secuencias de
acido nucleico sea total. La hibridacion incluye la union complementaria que incluye el desajuste de la base en la
medida en que dicha falta de coincidencia no reducira materialmente la eficacia de los métodos descritos.

[0046] Un compuesto de la invencion como se describié anteriormente se puede unir directamente a un sustrato, o
después de la funcionalizacidon del compuesto y/o después de la derivatizacion del sustrato.

[0047] Un aspecto de la divulgacion se refiere generalmente a un derivado funcionalizado que es un compuesto de
acuerdo con la férmula 11

(Qp il
donde:

cada sustituyente X se selecciona independientemente de halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnRs, PRy,
P(O)Rz, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO2R, CN y CF3;

cada R se selecciona independientemente entre alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;
Y es un espaciador;

Z es un espaciador;

F es un grupo funcionalizador;

aes0,1,2,304;

bes0,1,2,3,405;y

vinilo, alquilo, cicloalquilo, alquileno, arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3
sustituyentes seleccionados independientemente de alquilo no sustituido, OH, CN, fluor, cloro, bromo y yodo.
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[0048] F puede derivarse de L en los compuestos de formula |. Preferiblemente, F comprende un grupo de éster
succinimidilo, grupo fosforamidita, grupo maleimida, biotina o grupo azida.

[0049] Preferiblemente, F es o comprende un grupo fosforamidito. El derivado funcionalizado puede, por lo tanto, ser
un compuesto de acuerdo con la féormula lIA:

Xz
@\/AVBMO\P/O\R«
Fe ¢ l )
(‘ NR'
o —‘\ 1A

donde:

cada sustituyente X se selecciona independientemente de halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnRs, PRy,
P(O)Rz, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO2R, CN y CFj;

cada R se selecciona independientemente entre alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;
AesO,BesCH;yces1,0

AesCH;, BesOyces2;

R’ es alquilo;

R” es alquilo;

aes0,1,2,304;

bes0,1,2,3,405;y

vinilo, alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de alquilo no sustituido, OH, CN, fltor, cloro, bromo y yodo.

[0050] Preferiblemente, R’ es i-propilo y R” es -CH;CH2CN. Los compuestos de formula IIA pueden formarse por
funcionalizacion de un compuesto de férmula IA con un compuesto funcionalizante que comprende un grupo
fosforamidito. La funcionalizacion con fosforamidita es particularmente ventajosa para unir compuestos de la
invencion a acidos nucleicos. La union de grupos fosforamidita a acidos nucleicos es bien conocida y una cuestion
de rutina para los expertos en la técnica.

[0051] Los sustratos marcados de acuerdo con la invencién pueden prepararse por reaccion de un compuesto o
derivado funcionalizado de la invencién, con un sustrato. Por lo tanto, un sustrato marcado de acuerdo con la
descripciéon puede ser de formula 1l

1
donde:

cada sustituyente X se selecciona independientemente de halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnRs, PRy,
P(O)Rz, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO2R, CN y CF3;

cada R se selecciona independientemente entre alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;
Y es un espaciador;
Z es un espaciador;

L’ es el residuo de L o F como se describié anteriormente, después de que un compuesto o derivado
funcionalizado de la invencion se hace reaccionar con un sustrato;
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aes0,1,2,304;
bes0,1,2,3,405;
[S] es el residuo de un sustrato; y

vinilo, alquilo, cicloalquilo, alquileno, arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3
sustituyentes seleccionados independientemente de alquilo no sustituido, OH, CN, fluor, cloro, bromo y yodo.

[0052] L’ puede ser el residuo de L o F como se describe anteriormente, después de que un compuesto o derivado
funcionalizado de la invencion se reacciona con un sustrato. Preferiblemente, L’ es el residuo de un grupo hidroxi o
un grupo fosforamidita. En una realizacion, [S] no es el residuo de un Unico nucleétido. En una realizacion, [S] es el
residuo de un polipéptido, aminoacido o carbohidrato.

[0053] Los compuestos ilustrativos de la invencion se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1: Compuestos ilustrativos de la invencién

LD O~ _OH MO\/\/OH
Fe Fe
<= <
3-(ferrocenilmetoxi)propan-1ol (1)

3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol (2)

@ 9] OH StBu
g =

O~ OH

|

<l g

3-((1'-cloro)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (3)

3-((2-terc-buitiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (4)
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3-((2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-

ol (5)

0.0

AN /7

StBu

&X__ 0 _~_OH

!

Fe

3-((2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilmetoxi)propan-
1-ol (6)

SnBuj

@\/OWOH

i

Fe
<

3-(2-tributilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol

(8)

3-((2-di-terc-butilfospinilo)-
ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (7)

SiMes

@\/QWoH

Fe

2-trimetilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (9)

SiBng,

@\/OWOH

i

Fe

3-(2-tributilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (10)

SnMe;,

X0~ OH

Fe

3-(2-trimetilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol

(11)

|

b OWOH

Fe

3-(2-Vinilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (12)

@L/o\/\/o;—i

i

Fe

3-(2-yodo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (13)

@\/\/O\//\OH
Fe

2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol (14)

StBu

@/\/O\/\OH

Fe

2-(3-(2-terc-butiltio)-ferrocenilpropoxi)etanol (15)

2-(3-(2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilpropoxi)etanol
(16)
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W

StBu

Fe

2-(3-(2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilpropoxi)etanol (17)

[0054] Cualquiera de los compuestos en la Tabla 1 puede funcionalizarse mediante cualquier método adecuado, por
ejemplo mediante fosforamidacion. Los compuestos funcionalizados ilustrativos de la invencion, funcionalizados con
un grupo fosforamidito, se muestran en la Tabla 2 a continuacién. La presente invencién abarca sustratos marcados
derivados de los compuestos en las tablas 1y 2.

Tabla 2: Compuestos funcionalizados ilustrativos de la invencion

PWR

Fo N
@\/\/O\/\o’ Pro™~~N | e [T

4

Fe - "
2-Cianoetilo-(3-(Nonametilferrocenilmetoxi)propan-
2-cianoetilo-(2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol)di-iso- 1-ol)di-iso-propilfosforamidita

propilo-fosforamidita

Se cree que los compuestos de la invencion, particularmente los que tienen sustituyentes que contienen azufre o
que contienen fosforo en el resto ferrocenilo, y sus correspondientes derivados funcionalizados y sustratos
marcados, seran Utiles en ensayos en los que el potencial de medicion sera relativamente alto, por ejemplo, mas de
400 mV, por ejemplo, mas de 450 mV o incluso mas de 500 mV. Los compuestos que tienen potenciales
electroquimicos de al menos 450 mV, por ejemplo 500 mV o mas, seran particularmente Utiles para extender el
rango de valores potenciales disponibles y, por lo tanto, por ejemplo, para proporcionar potencialmente ensayos
multiplex mas efectivos. Se cree que los compuestos de la invencién que tienen sustituyentes muy atrayentes de
electrones en el resto ferrocenilo, por ejemplo, trifluorometilo o ciano, tienen ventajas similares en términos de
ofrecer valores elevados de potencial electroquimico extendiendo asi el rango de marcadores utiles y sustratos
marcados. Los compuestos de la invenciéon que son ricos en electrones, tales como el compuesto 2, son Utiles para
extender el rango de potenciales electroquimicos a bajos voltajes, por ejemplo a un voltaje <0 mV. Esto es
particularmente ventajoso para ampliar el alcance de los ensayos multiplex.

[0055] Adicionalmente, algunos compuestos de la invencion, particularmente aquellos compuestos que llevan
atomos de haldgeno, y los substratos etiquetados correspondientes ofrecen la ventaja de tener un pico de voltaje
mas estrecho, lo que es ventajoso al proporcionar la opcién de utilizar un mayor numero de etiquetas en un ensayo
multiplex, ya que los picos de medicion mas angostos producen brechas mas amplias entre los picos, que pueden
utilizarse si se desea incorporando etiquetas adicionales con potenciales que estaran dentro de las brechas.

[0056] La deteccion electroquimica se basa en la observacion de que un marcador electroquimicamente activo
exhibe diferentes caracteristicas electroquimicas dependiendo de si esta unido o no a un sustrato y de la naturaleza
del sustrato. Por ejemplo, en el caso de una etiqueta electroquimica unida a un aminoacido, las caracteristicas
exhibidas dependeran no solo de la identidad del aminoacido sino también de si ese residuo de aminoacido se
incorpora o no a un polipéptido, y de la longitud de cualquiera de tales polipéptidos. En circunstancias apropiadas, la
actividad electroquimica de un marcador unido a un residuo de aminoacido puede cambiar en un grado detectable
después de la pérdida de unién de uno o muy pocos residuos de aminoacidos.

[0057] EI tamafio y las caracteristicas de un sustrato al que esta unido un marcador electroquimicamente activo
influyen en las caracteristicas observables del marcador electroquimico. Sin pretender imponer ninguna teoria, tal
cambio en las caracteristicas observables de la electroquimica puede producirse, por ejemplo, influyendo en la
velocidad de migracion del marcador por difusion o su velocidad de migracion en respuesta a un campo eléctrico.

[0058] La actividad electroquimica de un marcador también puede estar influenciada por efectos estéricos que

resultan de la presencia de la molécula a la que esta unido. Por ejemplo, el impedimento estérico puede evitar que el
marcador se acerque a un electrodo y acepte o done electrones.
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[0059] Si el marcador esta unido a un polipéptido, entonces la estructura secundaria del polipéptido (determinada en
gran parte por la secuencia primaria) puede influir en las propiedades fisicas del marcador. Por ejemplo, si el
marcador esta unido a un residuo de aminoacido en un polipéptido de manera que la estructura del polipéptido
impide estéricamente el marcador electroquimicamente activo, entonces las sefiales observables por voltametria
pueden reducirse. La digestion del polipéptido puede destruir o liberar elementos de estructura secundaria y asi
reducir o anular la influencia de la estructura peptidica en el marcador. Por consiguiente, la digestion del polipéptido
da como resultado un cambio, habitualmente un aumento, en la sefial electroquimica producida por el resto
marcador. En un experimento de voltametria de pulso diferencial, la respuesta de corriente faradaica a un voltaje
aplicado particular puede aumentar tras la digestion del péptido.

[0060] La informacion relacionada con el marcador electroquimicamente activo se puede obtener por voltametria o
por un método amperimétrico. La voltametria de pulso diferencial es particularmente adecuada. Si se desea, la etapa
de deteccioén electroquimica se puede llevar a cabo usando uno o mas electrodos cubiertos por una membrana que
es capaz de excluir selectivamente las moléculas basandose en una o mas caracteristicas, por ejemplo, tamario,
carga o hidrofobicidad. Esto puede ayudar a eliminar la corriente de ruido de fondo que surge de, por ejemplo,
especies cargadas en la solucion.

[0061] De manera analoga, si un marcador esta unido a un nucleétido, las caracteristicas electroquimicas estaran
influenciadas por si el nucleétido se incorpora o no en un acido nucleico mas complejo tal como un polinucleétido, en
la longitud de ese acido nucleico, y en la secuencia del acido nucleico, especialmente en las proximidades del punto
de union.

[0062] La invencion también proporciona un método para detectar un acido nucleico (por ejemplo, ARN o ADN) en
una muestra que comprende la etapa opcional de amplificar el acido nucleico (por ejemplo, mediante PCR u otra
técnica de amplificacion de acido nucleico) seguido del paso de poner en contacto el amplicon (o el acido nucleico)
con una sonda de acido nucleico complementario en condiciones para permitir la hibridacion entre la sonda y el
amplicon (o el acido nucleico), seguido de la etapa de degradacion selectiva de la sonda hibridada o no hibridada
(por ejemplo, mediante el uso de nucleasas de cadena simple o doble), donde dicha sonda se marca con un
compuesto electroquimicamente activo de la invencion y en donde el método proporciona la etapa de medir la
actividad electroquimica del compuesto que marca la sonda en la que dicha actividad electroquimica es dependiente
cuantitativa o cualitativamente en el grado de degradacion de la sonda. Tal uso de marcadores electroquimicos en
ensayos de hibridacién de acidos nucleicos viene descrito por Pearce et al. (2011) IEEE Trans Biomed Eng 58: 755-
58.

[0063] La invencion también proporciona un método para detectar un anticuerpo o derivado (que puede, por
ejemplo, unirse al antigeno diana en un ensayo) con un compuesto electroquimicamente activo de la invencion que
comprende la etapa de medir la actividad electroquimica del compuesto. Este método se puede realizar cuantitativa
o cualitativamente.

[0064] También se proporcionan métodos para diagnosticar o monitorizar una enfermedad en un sujeto que
comprende el uso de un método de la invencion en la deteccién de una proteasa o un inhibidor de proteasa asociado
con dicha enfermedad en un tejido o fluido corporal del sujeto. Un sustrato para la proteasa puede marcarse de
acuerdo con la invencioén. Los ejemplos de enfermedad que estan asociados con la presencia de una proteasa o un
inhibidor de proteasa en un tejido del sujeto incluyen la predisposicion hereditaria a la tromboembolia causada por
deficiencias en la antitrombina Il en el suero sanguineo. Los niveles elevados de catepsina en la matriz sérica o
extracelular pueden ser indicativos de enfermedad de Alzheimer, cancer o artritis. Preferiblemente, el tejido o fluido
corporal del sujeto es suero, plasma, saliva, orina o cualquier otro tejido o fluido corporal del cual se puede obtener
una muestra de manera conveniente y segura.

También se proporcionan métodos para diagnosticar una enfermedad en un sujeto que comprende usar un método
de la invencion para detectar un polipéptido asociado con dicha enfermedad en un tejido o fluido corporal del sujeto.
También se proporcionan métodos para diagnosticar o monitorizar una enfermedad en un sujeto que comprende
usar un método de la invencion en la deteccion de una nucleasa o un inhibidor de nucleasa asociado con dicha
enfermedad en un tejido o fluido corporal del sujeto.

También se proporciona el uso de un método de la invencion para detectar una enfermedad en un sujeto. También
se proporcionan métodos para detectar un microorganismo (en particular, un patégeno u otro organismo indeseable,
por ejemplo un organismo de deterioro de los alimentos), que comprende usar un método de la invencién. Un
sustrato del microorganismo (o derivado del patégeno, por ejemplo, un amplicon de acido nucleico producido usando
una secuencia de acido nucleico diana en el patégeno) puede marcarse de acuerdo con la invencién. La deteccion
del sustrato marcado puede usarse para indicar la deteccion del microorganismo. Preferiblemente, el
microorganismo se selecciona del grupo que consiste en Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, Neisseria
gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

La invencion también proporciona un ensayo que comprende una etapa que usa un sustrato marcado de la
invencion, opcionalmente en combinacion con otros componentes de ensayo, por ejemplo un recipiente de muestra,
un recipiente que comprende electrodos para deteccion electroquimica, enzimas para usar en el ensayo o patrones
y controles. Dicho ensayo puede usar mas de un sustrato marcado diferente de la invencion. Si ese es el caso, la
presencia de diferentes sustratos marcados puede detectarse diferencialmente etiquetandolos con etiquetas

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 397 T3

electroquimicas de la invencion que tienen diferentes caracteristicas electroquimicas (por ejemplo, diferentes
potenciales de oxidacion) permitiendo asi que el ensayo sea un ensayo multiplex (por ejemplo, un duplex) en el que
diferentes sustratos pueden ser discriminados cuando estan presentes en el mismo recipiente de muestra. Los
ensayos simples también estan abarcados por la invencion.

Como se ilustra en los ejemplos, la incorporacion de uno o mas sustituyentes en los grupos ferrocenilo se puede
usar para obtener compuestos con caracteristicas electroquimicas modificadas para uso en ensayos. Ademas, la
invencion proporciona una gama de compuestos de los que se pueden seleccionar dos 0 mas para uso en
reacciones multiples y ensayos.

La unién de un compuesto o un derivado funcionalizado de la invencién a un sustrato puede realizarse mediante
cualquier enlace adecuado, tipicamente mediante unién a una cadena lateral del sustrato. Se pueden usar grupos
protectores de hidroxi convencionales, por ejemplo los descritos por T.W. Greene y P.G.M. Wuts en "Protective
Groups in Organic Chemistry" John Wiley and Sons, 42 Edicion, 2006. Un grupo protector de hidroxilo comun
adecuado para su uso en la presente invencién es un éter de metilo; las condiciones de desproteccion pueden
comprender reflujo en HBr acuoso al 48% durante 1-24 horas, o agitando con tribromuro de borano en
diclorometano durante 1-24 horas. Alternativamente, un grupo hidroxi puede estar protegido como un éter de
bencilo; las condiciones de desproteccion pueden comprender hidrogenacion con un catalizador de paladio bajo una
atmosfera de hidrogeno. Se conocen varios métodos sintéticos en la técnica para la derivatizacion de sustratos. Por
ejemplo, los residuos de lisina o lisina pueden derivatizarse por reaccioén con un éster de succinimidilo. Para la
derivatizacion de otros aminoacidos y residuos de aminoacidos, se pueden usar otros métodos sintéticos conocidos.
Por ejemplo, puede usarse un reactivo de maleimida para derivatizar residuos de cisteina o cisteina. Se puede usar
un éster de N-hidroxisuccinimida para derivatizar el extremo amino o el grupo amino de la cadena lateral de un
polipéptido o un aminoacido. Los métodos de derivatizacion adecuados para acidos nucleicos también son bien
conocidos, por ejemplo, usando un resto de fosforamidita.

Un compuesto de la invencion se puede unir a un sustrato mediante el uso de cualquier grupo funcionalizador que
facilite la union de un compuesto marcador a un sustrato. Los grupos de funcionalizacion adecuados incluyen grupos
de éster succinimidilo, grupos fosforamidita, grupos maleimida, grupos biotina y azida. La unién de un compuesto de
la invencidn a un polipéptido, por ejemplo a través de cisteina o lisina, puede realizarse en algunos casos mediante
la incubacion del polipéptido y el compuesto de la invencion juntos a temperatura ambiente en una solucién de
tampon apropiada. Cuando la etiqueta se une ventajosamente a cisteina o lisina pero la secuencia de sustrato no
contiene cisteina o lisina en una posiciéon adecuada, la secuencia puede, si se desea, mutar para anadir uno o mas
residuos de cisteina o lisina como un residuo adicional o como una sustitucion por otro residuo. Un método
alternativo para la unién a polipéptidos incluye la biotinilacion de los marcadores y el uso de proteinas comerciales
estreptavidinadas (o viceversa). A modo de ejemplo, el sustrato puede biotinilarse mediante cualquier técnica
estandar, por ejemplo, mediante el uso de un kit de biotinilacién disponible comercialmente. El sustrato biotinilado se
unira a estreptavidina o compuestos conjugados con avidina tales como anticuerpos, que estan disponibles
comercialmente y ampliamente. En una realizacién, el compuesto de formula | no es

PPh, OH

|

==

[0065] En una realizacion, el compuesto de formula | no es

PPh, OH

l
Fe
:‘: —PPh,
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[0066] En una realizacion, la invencién no incluye

ﬂ;\
{ )
B
A
|
—t
|
(@]
I

| o MY R=Me,n=04¢ 7
| /n R=H.n=20

LPES

[0068] En una realizacion de los compuestos de la invencion, Z no es -CH,CH,-. En una realizacion de los
compuestos de la invencion, Y no es -CH (Me)-. En una realizacion, X no es PPH..

EJEMPLOS

[0069] Los compuestos de la invencion se pueden preparar de acuerdo con los procedimientos de los siguientes
esquemas y ejemplos, usando materiales apropiados. Ademas, utilizando los procedimientos descritos en la
presente memoria, un experto en la técnica puede preparar facilmente compuestos adicionales que caen dentro del
alcance de la presente invencion. El lector comprendera facilmente que las variaciones conocidas de las condiciones
y procesos de los siguientes procedimientos preparativos pueden usarse para preparar estos compuestos. Por lo
tanto, la invencion no debe interpretarse como limitada a los compuestos ilustrados en los ejemplos.

[0070] Las siguientes abreviaturas se han usado en los ejemplos:

DMSO | Dimetilsulfoxido

THF Tetrahidrofurano

DIPEA [ N,N-diisopropiletilamina

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
pTSA acido p-toluenosulfénico

Tf trifluorometanosulfonato

eq equivalente(s)

TLC cromatografia de capa fina

sab saturado

HRMS | espectrometria de masas de alta resolucion
ESI ionizacion por electrospray

14
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[0071] Los compuestos de acuerdo con la formula general | y Il pueden prepararse usando métodos sintéticos
convencionales, por ejemplo, pero sin limitacion, las rutas descritas en los esquemas a continuacion. Procedimientos
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sintéticos mas detallados se pueden encontrar en los ejemplos a continuacion.

Esquema 1

el @\"% E

@'\( nBuLi PTSAH0 @\;D
Fe 0 —"* Fe
@ después
ome E'

E E £
@\?‘3 NaBH @\/DH Yb(OTf)3 (5%) QS\/OWOH
Fe . Fe ——————  Fe
= &  Ho "o

[0072] E* es cualquier electrofilo adecuado util para la sustitucion de un grupo ferrocenilo.

Esquema 2

E
P
@\/ Eé‘?o \/U\OEt @/\0023 _PdHy @\/\coza
Fe
=N G~ on =
0.__CO,Et
. COEl LiAH, InCls . R
Fe - Fe
NF “COLE
E E
4@\/\/0 CO,Et @\/\/O\/\
: ~ LiAH, ; OH
Fe " . Fe

[0073] El esquema 3 ilustra el procedimiento sintético general para unir un grupo funcional de fosforamidita a un

grupo conector hidroxilo.

S

Unidad enlazadora

AN

N
|
c” o

1. DIPEA, THF, N; 15mins @/MJ .~ \[/

Esquema 3

2 H-sG THF, 30mins

15

Unidad erlazadora \L

CN
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[0074] EI derivado de ferrocenilo mostrado como material de partida en el esquema de reaccidon anterior es
ilustrativo, y puede reemplazarse por un equivalente molar de cualquiera de los compuestos de la invencion.

Determinacién del potencial electroquimico

[0075] Los valores de potencial electroquimico mencionados a continuacién se midieron usando una pila
electroquimica que incluye electrélito de fondo y una solucién acuosa de cloruro de sodio de 100 mM, usando un
electrodo de trabajo de carbono impreso, un contraelectrodo de carbono impreso y un electrodo de referencia de
plata/cloruro de plata, todo con conectores plateados. Los electrodos se basaron en tinta y se imprimieron en
serigrafia sobre un sustrato de polimero (por ejemplo Mylar®) seguido de curado térmico. A modo de ilustracion, la
muestra puede prepararse del siguiente modo: se prepara una solucion madre de 0,01 M del compuesto de
ferrocenilo en DMSO (1 cm?). Esto se diluye adicionalmente a 14 uM en tampon. Luego se aplica una alicuota de 20
ML de esta solucion de 14 uM al electrodo impreso en la pantalla para ejecutar el escaneo electroquimico. Una forma
ilustrativa de célula adecuada se describe y se muestra esquematicamente en W02012/085591.

Ejemplo 1: Preparacién de 3-(ferrocenilmetoxi)propan-1ol (1)
[0076]

Ty MaBH (0 3 el
THFEEWOH {14) g, A e SOH

23 1 Bepropandiot L
YT {5 %)
IO

[0077] Se afadi6 carboxaldehido de ferroceno a un matraz de fondo redondo equipado con una barra agitadora
magnética (535 mg, 2,5 mmol, 1 eq). El matraz se cargo después con etanol (4 cm3) y THF (1 cm?3). La solucion roja
se trat6é luego con borohidruro de sodio (123 mg, 3,2 mmol, 1,3 eq). El matraz se sellé luego y se colocé en una
atmosfera de nitrégeno. Después de 30 minutos, la solucion cambié de color a naranja y el analisis de TLC indico el
consumo total del material de partida. El matraz se concentré luego a ~90% del volumen original al vacio. El residuo
naranja oscuro se recogié luego en EtOAc (15 cm®) y NaHCO; (15 cm?®). La mezcla bifasica se transfirio a un
embudo de separacion, la capa acuosa se separd y luego se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?), los lavados
organicos combinados se secaron luego sobre MgSO, se filtraron y luego se concentraron a vacio para dar un color
amarillo sélido. ElI metanol de ferroceno se recogio luego en 1,3-propanodiol (5 cm?), la solucién amarilla se trato
luego con ftriflato de iterbio (Ill) (77 mg, 0,125 mmol, 5% en moles). El matraz se sell6 luego y se calenté a 100°C.
Después de calentarse durante 10 minutos, el analisis de TLC indicé el consumo total del material de partida. El
matraz se enfri6 a temperatura ambiente, se diluyé con H,0 (20 cm®) y EtOAc (20 cm?). La capa organica se separo
luego y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?). Las capas organicas combinadas se lavaron a
continuacion con H,O (20 cm®) y salmuera (saturada) (20 cm?®), luego se secaron sobre MgSQs, se filtraron y luego
se concentraron al vacio para dar un sélido naranja. La purificacion se llevé a cabo luego por cromatografia en gel
de silice eluyendo con n-Hex 1:1 EtOAc para dar el producto deseado 3-(ferrocenilmetoxi)propan-1ol (1) como un
polvo naranja (514 mg, 74%).

[0078] '"H RMN (250 MHz, CDCl3); du: 4,24 (s, 4H), 4,11 (s, 6H), 3,65 (t, 2H, J = 5,4 Hz), 3,54 (t, 2H J = 5,4 Hz), 3,65
(t, 2H J = 5,4 Hz), 2,52 (br s, 1H), 1,7 (quin 2H, J = 5,6 Hz); 'C RMN (75 MHz, CDCls); &¢: 83,6, 77,3, 71,5, 69,4,
69,3, 69,2, 68,7, 32,0; HRMS (ESI uTOF) calculado para C1sH1sFeO2Na m/z 297,0553 encontrado 297,0560 (m/z +
Na*); Potencial electroquimico: 181 mV.

Ejemplo 2: Preparaciéon de 3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol (2)

[0079]
. 1) NaBH; (2.2 eq)
V- i s, 0 . (14 (] 0. _~._ _OH
L) BaMnO. (5eq) - n — THF:EtOH (1:4) . LN N
’ y‘ - 4 |oeq Y L "}I-ﬁ"‘ . v ’
Fe > Fe . - Fe .

- —— gt 2) 1, 3-propandiol g e,

T Et,O : PhH T proy ~C T

'\ﬂ‘-( 45 IC - T YI)L [_-} | ‘_I 1 |5 i"T'||'J|J...:| -~ " 2

A B TA

Carboxaldehido de nonametilferroceno (B)
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[0080] Se colocd decametilferroceno (A) (4,80 g, 14,7 mmol) en un matraz de fondo redondo equipado con una barra
agitadora magnética. A continuacion, se afiadié al matraz manganato de bario recién molido y recién molido (18,77
g, 73,6 mmol, 5 eq). Los solidos se suspendieron entonces en una mezcla de benceno seco (20 cm?) y éter dietilico
seco (20 cm?). El matraz se selld luego y se colocd en una atmosfera de nitrégeno. La suspension azul oscura se
sonico luego durante 45 minutos. Después de este tiempo, el matraz se retird del sonicador y se calenté a 45°C
durante 16 horas. Después de este tiempo, la suspension espesa oscura se filtré a través de una almohadilla de
celite y los solidos se lavaron con EtOAc (250 cm?) hasta que los lavados se aclararon. La solucion roja se concentro
luego al vacio para dar un sdlido rojo. La purificacion por cromatografia en silice eluyendo con 5% de EtOAc: nHex +
2% de TEA dio el producto carboxaldehido de nonametilferroceno (B) como un sélido cristalino rojo oscuro (1,19 g,
23%).

[0081] '"H RMN (300 MHz, CDCl3) &x: 9,91 (s, 1H), 1,92 (s, 6H), 1,71 (s, 6H), 1,59 (s, 15H), '3C RMN (75 MHz,
CDCl3) d¢c: 195,6, 86,0, 82,7, 80,6, 78,3, 72,5, 9,3, 9,3, 8,9, HRMS (ESI uTOF) calculado para CyoH29FeO m/z
341,1484 encontrado 341,1485 (m/z + H).

3-(Nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol (2)

[0082] El carboxaldehido de nonametilferroceno (B) (3,43 g, 10,08 mmol, 1 eq) se colocé en un matraz de fondo
redondo equipado con una barra agitadora magnética. El matraz luego se cargé con etanol (44 cm?®) y 1,4-dioxano
(11 cm3), la solucion roja se traté luego con borohidruro sédico (820 mg, 22,18 mmol, 2,2 eq). El matraz se selld
luego, se colocd en una atmdsfera de argén y se agitdé a temperatura ambiente durante 16 horas. Después de este
tiempo, el andlisis de TLC indico el consumo total del material de partida. La solucién naranja se concentrd a vacio
hasta aproximadamente el 90% del volumen original. El sélido naranja se dividié entre H,O (50 cm?3) y CH2Cl, (50
cm?). La capa organica se separo y la capa acuosa se extrajo de nuevo con CHxCl; (3 x 15 cm3). Los extractos
organicos combinados se combinaron a continuacion, se lavaron con salmuera (saturada) (50 cm3), se secaron
sobre MgSQOy, se filtraron y se concentraron a vacio para dar un sélido naranja. El alcohol bruto se suspendié luego
en 1,3-propanodiol (50 cm?3), CH,Cl; (10 cm?) para dar una solucién roja. La solucién se trato luego con triflato de
iterbio (llI) (334 mg, 0,54 mmol, 5% en moles). El matraz se sell6 luego y se coloc6é en atmosfera de nitrégeno.
Después de agitarse durante 30 minutos a temperatura ambiente, el analisis de TLC mostro el consumo total del
material de partida. La reaccién se diluy6 a continuacion con H,O (150 cm?®) y CH,Cl, (100 cm?). La capa organica se
separ6 y la capa acuosa se extrajo con CHxCl; (3 x 15 cm?). Los extractos organicos combinados se lavaron
entonces con HO (3 x 50 cm?®), se secaron sobre MgSQOs, se filtraron y se concentraron a vacio para dar un aceite
naranja. Purificacion por cromatografia de silice eluyendo con 10% de EtOAc: nHex + 2% de TEA para dar el
producto deseado 3-(Nonametilferrocenilmetiloxi)propan-1-ol (2) como un polvo amarillo 3.16 g, 78%.

[0083] 'H RMN (300 MHz, CgDs) dn: 4,31 (s, 2H), 3,71 (s, 2H), 3,52 (t, 2H, J = 5,7 Hz), 2,18 (s, 2H), 1,85 (s, 6H),
1,70 (s, 22 H), 3C RMN (75 MHz, CDCls); d¢c: 83,6, 77,3, 71,5, 69,4, 69,3, 69,2, 68,7, 32,0; HRMS (ESI uTOF)
calculado para Cz3HssFeO2Na m/z 423,1962 encontrado 423,1955 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: -151 mV.

Ejemplo 3: Preparacién de 3-((1-cloro)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (3)

[0084]

fBuli (2

— KOtBu (0.12 aq) — PhMN(Me)CHO (2.6 eq) -— O
il THF, -78 °C O pO)Ch (1.7 eq e il
Fe —— Fe - Fe
Loty despuss G0k (1.5eq) 5 TA - 709 T—C
c D
_— ) 1) NaBH: (1.3 eq i
LAY THFEtOH (1:4) L2 O OH
Fe — — Fe
eyc  213popande  ghy—a
D YEOTH (5 mol?s) 3

100 °C

[0085] El cloroferroceno (C) se preparo a partir de ferroceno usando un procedimiento modificado de J. Organomet.
Chem., 1996, 512, 219-224, usando hexacloroetano como reactivo de cloracion.

[0086] EI 1'-cloroferrocenocarboxaldehido (D) se preparé a partir de cloroferroceno, usando el procedimiento de Coll.
Chechoslovak. Chemm. Commun., 1987, 52, 174-181, como una mezcla 4:1 del regioisomero deseado.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 397 T3

[0087] EI 1'-cloroferrocenocarboxaldehido (D) (426 mg, 1,7 mmol, 1 eq) se colocd en un matraz de fondo redondo
equipado con barra agitadora magnética y se disolvio en etanol (4 cm3) y THF (1 cm?). La solucion roja se traté a
continuacién con borohidruro de sodio (83 mg, 2,2 mmol, 1,3 eq), el matraz se sell6 y se coloco en una atmdsfera de
nitrégeno. Después de 30 minutos, la solucién se volvié anaranjada y el analisis de TLC indico el consumo total del
material de partida. El matraz se concentré luego a ~90% del volumen original al vacio. El residuo naranja oscuro se
recogio en EtOAc (15 cm3) y NaHCOs (sat) (15 cm?). La mezcla bifasica se transfirio a un embudo de separacion, la
capa acuosa se separ0 y luego se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?®). Los lavados organicos combinados se
combinaron luego se secaron sobre MgSO., se filtraron y luego se concentraron a vacio para dar un aceite
naranja/amarillo. EI metanol de ferroceno se recogio luego en 1,3-propanodiol (3 cm?3), la solucion amarilla se tratd
luego con triflato de iterbio (Ill) (56 mg, 0,09 mmol, 5% en moles). El matraz se sellé luego y se calenté a 100°C,
después de calentarlo durante 10 minutos, el analisis por TLC indicé el consumo total del material de partida. El
matraz se enfri6 a temperatura ambiente, se diluyé con H,O (10 cm®) y EtOAc (10 cm?). La capa organica se separo
luego y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?). Las capas organicas combinadas se lavaron a
continuacion con HyO (20 cm?®) y salmuera (saturada) (20 cm?), se secaron sobre MgSO., se filtraron y a
continuacién se concentraron a vacio para dar un aceite marrén. La purificacion se llevd a cabo luego por
cromatografia en gel de silice eluyendo con 25% de EtOAc: nHex para dar el producto deseado 3-((1'-cloro)-
ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (3) como un aceite naranja (297 mg, 57%) como una mezcla 4:1 de regioisdbmeros.

[0088] 'H RMN (300 MHz, C¢Ds) 81 (mayor) 4,26 (t, J = 1,9 Hz, 2H), 4,19-4,13 (m, 4H), 4,03 (t, J = 1,9 Hz, 2H), 3,78
(t, J=1,9 Hz, 2 H), 3,69 (s, 2 H), 3,46 (t, J = 5,8 Hz, 2 H), 1,73 - 1,65 (m, 2 H). "3C RMN (75 MHz, CsD¢) d¢c (mayor)
93,3, 86,2, 71,5, 71,0, 69,6, 69,3, 69,0, 67,2, 62,0, 33,1; HRMS (ESI uTOF) calculado para C14H{7CIFeO2Na m/z
331,0164 encontrado 331,0144 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 352 mV.

Ejemplo 4: Preparacion de 3-((2-terc-butiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (4)

[0089]
StBu
g M, NBULE (12T sl I, i 1
Rt 2 - Ayt 160 0 S el
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[0090] Se prepard 1-[(dimetilamino)metilo]-2-(t-butiltio)-ferroceno (E) usando el procedimiento de Organomet., 1988,
7,1297-1302.

1-[(Acetoxi)metilo]-2-(terc-butiltio)-ferroceno (F)

[0091] Se disolvio 1-[(dimetilamino)metilo]-2-(t-butiltio)-ferroceno (E) (1,21 g, 3,49 mmol) en anhidrido acético (10
cm?3). La solucién marron se calentd a reflujo durante 1 hora; TLC en este momento indicd el consumo total del
material de partida. La solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente, la solucién se concentr6é al vacio hasta
aproximadamente el 90% del volumen original. El aceite marrdn resultante se recogié luego en EtOAc (25 cm?®) y se
lavé con NaHCOj3 (saturado) (20 cm?®) y salmuera (saturada) (20 cm?®). La solucién marrén se seco luego sobre
MgSO., se filtré y se concentré a vacio para dar 1-[(acetoxi)metilo]-2-(terc-butiltio)-ferroceno (F) como un aceite
naranja/marrén (1,12 g, 93%) sin necesidad de una mayor purificacion.

[0092] 'H RMN (250 MHz, C¢De) 8 5,37 (d, J = 1,43 Hz, 2H), 4,51 (dd, J = 2,6, 1,4 Hz, 1H ), 4,44 (dd, J = 2,6, 1,4
Hz, 1H ), 4,07 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 4,07 (s, 5 H) 1,82 (s, 3 H), 1,33 (s, 9 H).

2-terc-butiltio ferroceno metanol (G)

[0093] A una suspension de hidruro de litio y aluminio (369 mg, 9,71 mmol) en Et;O (15 cm?®) a 0°C se afiadio 1-
[(Acetoxi)metilo]-2-(terc-butiltio)-ferroceno (F) (1,12 g, 3,23 mmol) gota a gota mediante una jeringa.

[0094] Una vez que se completd la adicion, la suspension se dejo calentar a temperatura ambiente y se agitd
durante 30 minutos. Después de este tiempo, el matraz se enfrio a 0°C y luego se sofocdé mediante la adicion
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secuencial de H,O (369 ul), seguido de NaOH al 15% (ac) (369 ul) y H,O (1,1 cm?). La suspensidn se dejé luego
calentar a temperatura ambiente, se agité durante 10 minutos, se filtré y se concentré a vacio para dar 2-terc-butiltio
ferroceno metanol (G) como un sélido naranja (790 mg, 80%) sin la necesidad de purificacién adicional.

[0095] 'H RMN (250 MHz, CsDe) 8w 4,64 (s, 2H), 4,41 (dd, J = 2,4, 1,5 Hz, 1H), 4,32 (dd, J = 2,4, 1,5 Hz, 1H), 4,17
(s), 5H), 4,08 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 1,28 (s, 9H).

3-((2-terc-butiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (4).

[0096] EI 2-terc-butiltio ferroceno metanol (G) (778 mg, 2, 5 mmol) se colocé en un matraz de fondo redondo
equipado con una barra agitadora magnética, y luego se suspendié en 1,3-propandiol (10 cm3). La suspension
amarilla se trat6 luego con triflato de iterbio (Ill) (79 mg, 0,125 mmol, 5% en moles), el matraz se selld, se coloco en
una atmoésfera de nitrégeno y después se calentd a 100°C. Después de 10 minutos, el analisis de TLC indico el
consumo total del material de partida. La solucidon marron se dejé enfriar a temperatura ambiente, luego se diluyd
con H;O (20 cm?®) y EtOAc (20 cm?). La capa organica se separ0 y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3
x 10 cm?®). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera (sat) (2 x 10 cm?), se secaron sobre
MgSO., se filtraron y se concentraron a vacio para dar un aceite naranja. Purificacion por cromatografia de silice
eluyendo con 20% de EtOAc: n-Hex para dar el producto deseado 3-((2-terc-butiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (4)
como un aceite naranja (899 mg, 99 %).

[0097] 'H RMN (300 MHz, C¢Dg) 81 4,55 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 4,42 (dd, J = 2,5, 1,4 Hz, 1H), 4,40 (dd, J = 2,6, 1,6,
1H), 4,32 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 4,14 (s, 5H), 4,09 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 3,73 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 3,57 (qt, J = 9,0, 5,8
Hz, 2H), 2,10 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 1,74 (p, J = 5,8 Hz, 2H), 1,32 (s, 9H). ®C RMN (75 MHz, C¢Ds) ¢ 88,6, 77,7, 77,5,
71,0,70,7,70,2, 69,5, 68,4, 62,0, 45,7, 33,2, 31,4.; HRMS (ESI uTOF) calculado para C1gH2sFeO>SNa m/z 385,0918
encontrado 385,0900 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 352 mV.

Ejemplo 5 : Preparacion de 3-((2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (5)

[0098]

i 3 ., { ¢ ’ < 3
S PO opea (12 ey g M

& CH:Clp. 0°C

[0099] EI 3-((2-terc-butiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (4) (459 mg, 1.2 mmol, 1 eq) se disolvié en CH;Cl, (10 cm?3),
el matraz se colocd bajo una atmoésfera de nitrogeno y se enfrio a 0°C. Una vez que se afadié acido 3-cloro-
perbenzoico frio (258 mg, 1,5 mmol, 1,2 eq) en una porcién. La solucién se agitd luego a 0°C durante 15 minutos.
Después de este tiempo, el analisis de TLC indicé el consumo total del material de partida. La reaccién se sofocod
luego mediante la adicién de NaHCO3 (sat) (15 cm?®) y se agitd vigorosamente durante 5 minutos. Después de este
tiempo, la capa organica se separé y la capa acuosa se extrajo con CH,Cl, (3 x 5 cm®). Los organicos combinados
se lavaron a continuacion con salmuera (saturada) (10 cm?3), se secaron sobre MgSOy4, se filtraron y se concentraron
a vacio para dar un aceite marréon oscuro. La purificacion por cromatografia en silice eluyendo con EtOAc dio el
producto deseado 3-((2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (5) en forma de sdlido naranja amorfo (349
mg, 77%).

[0100] 'H RMN (300 MHz, CgDs) &1 4.82 (dd, J = 2,6, 1,5 Hz, 1H), 4,38 (s, 5H), 4,34-4,22 (m, 2H), 4,18 (d, J = 11,1
Hz, 1H), 4,11 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 3,77 (q, J = 5,5 Hz, 2H), 3,55 (ddd, J = 9,0, 5,5, 5,5, Hz, 1H), 3,46 (ddd, J = 9,0, 5,5,
5,5 Hz, 1H), 2,59 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 1,79 (p, J = 5,5 Hz, 2H), 1,19 (s, 8H); '3C RMN (75 MHz, CsDs) &¢ 88,7, 87,1,
72,0, 71,4, 69,7, 69,4, 68,0, 66,9, 61,1, 55,8, 33,4, 23,4; HRMS (ESI pTOF) calculado para CigH2sFeO3SNa m/z
401,08497 encontrado 401,0838 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 474 mV.

Ejemplo 6: Preparacion de 3-((2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (6)

[0101]

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 397 T3

O

[0102] EI 3-((2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (5) (349 mg, 0,92 mmol, 1 eq) se disolvié en CH,Cl»
(10 cm®), el matraz se coloco bajo una atmosfera de nitrégeno y se enfrio a 0°C. Una vez frio, se afiadié acido 3-
cloroperbenzoico (190 mg, 1,1 mmol, 1,2 eq) en una porcién. La solucién se agité luego a 0°C durante 30 minutos.
Después de este tiempo, el analisis de TLC indicé el consumo total del material de partida. La reaccién se sofocod
luego mediante la adicién de NaHCO3 (sat) (15 cm?®) y se agitd vigorosamente durante 5 minutos. Después de este
tiempo, la capa organica se separé y la capa acuosa se extrajo con CH,Cl, (3 x 5 cm®). Los organicos combinados
se lavaron a continuacion con salmuera (saturada) (10 cm?®), se secaron sobre MgSOQs, se filtraron y se concentraron
a vacio para dar un aceite marrén oscuro. La purificacién por cromatografia de silice eluyendo con EtOAc al 40%: n-
Hex dio el producto deseado 3-((2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (6) como un sélido amarillo (256
mg, 70%).

[0103] 'H RMN (300 MHz, C¢Dg) 8 4,77 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 4,58 (dd, J = 2,5, 1,6 Hz, 1H), 4,46 (d, J = 11,0 Hz,
1H), 4,40 (s, 5H), 4,36 (dd, J = 2,5, 1,6 Hz, 1H), 4,03 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 3,71 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,61-3,50 (m, 2H),
2,05 (s, 1H), 1,77 - 1,68 (m, 2H), 1,27 (s, 9H); '3C RMN (75 MHz, CsDs) &¢ 86,7, 82,9, 73,7, 73,2, 72,1, 70,4, 70,1,
67,5, 61,7, 59,2, 33,2, 23,9; HRMS (ESI uyTOF) calculado para C1gH27FeOsSNa m/z 418,0833 encontrado 418,0824
(m/z + H); Potencial electroquimico: 584 mV.

Ejemplo 7: Preparacién de 3-((2-di-terc-butilfospinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (7)

[0104]

P{tB: tBu)
‘-.‘-,-'-' NA £ I {:_ S NMe 1:!:5\.0&'.0‘-13," ) —
Fe : I - Fe - i
oy S (1R ag S M <= I
P{tBu} ) PitE F
—_—— - — ’ — I
. alH (Jeq) Fa - i
- | C=RTE ==a J T B m - lt

[0105] Se prepar6 1-[(dimetilamino)metilo]-2-(t-di-terc-butilfoshonilo)-ferroceno (H) adaptando el procedimiento de
Organomet., 1988, 7, 1297-1302, con di-terc-butilclorofosfina como el electrofilo.

1-[(Acetoxi)metilo]-2-(di-terc-butilfosfinilo)-ferroceno (I)

[0106] EI 1-[(dimetilamino)metilo]-2-(t-di-terc-butilfoshonilo)-ferroceno (H) (4,82 g, 12,5 mmol, 1 eq) se coloco en un
matraz de fondo redondo con una barra agitadora magnética, y disuelta en acetona (30 cm?). La solucion naranja se
enfri6 luego a 0°C. Una vez fria, la solucion se traté con H2O2 (50% en peso) (812 pl, 14,3 mmol, 1,15 eq) gota a
gota durante un periodo de 2 minutos. Una vez que se completo la adicion, el matraz se dej6 calentar a temperatura
ambiente, Después de agitarse durante 15 minutos, la reaccion se completé. El matraz se volvié a enfriar a 0°C y
luego se inactivo mediante la adicion de Na;S;0s3 (sat) (30 cm?). La solucion se diluyé adicionalmente con EtOAc (50
cm?), la capa organica se separ6 y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 30 cm?®). Los extractos
organicos combinados se lavaron a continuacién con salmuera (sat) (30 cm?), se secaron sobre MgSOy, se filtraron y
se concentraron a vacio para dar un aceite rojo espeso. Este aceite rojo se recogié en anhidrido acético (30 cm3),
luego se calentd a 100°C durante 2 horas. Después de este tiempo, la solucién se dejé enfriar a temperatura
ambiente, la solucion marrén se concentré luego a aproximadamente el 90% del volumen original. El aceite marrén
resultante se recogio luego en EtOAc (50 cm?). La solucion se lavo luego con 2M NaOH (20 cm?), H20 (2 X 20 cm?)
y salmuera (saturada) (50 cm3). La capa organica se seco luego sobre MgSOs, se filtré y luego se concentré a vacio
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para dar un aceite marrén. La purificacion por cromatografia de alimina basica, eluyendo con EtOAc dio el producto
deseado 1-[(acetoxi)metilo]-2-(di-terc-butilfosfinilo)-ferroceno (I) como un aceite rojo (2,30 g, 44%). '"H RMN (300
MHz, CsDs) 01 5,87 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 5,62 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 4,58-4,47 (m, 1H), 4,19-4,06 (m, 6H), 3,80 (br s,
1H), 1,85 (s, 3H), 1,48 (d, J7*'= 16,7 Hz, 9H), 1,21 (d, JP-H = 16,7 Hz, 9H); 3'"P{"H} RMN (122 MHz, C¢Ds) 5P 58,59;
3C RMN (75 MHz, C¢Ds) 8¢ 170,5, 72,5, 71,3, 62,4, 60,4, 42,2, 41,4, 38,0, 37,3, 37,2, 36,5, 27,7, 27,0, 26,9, 21,1,
14,6.; HRMS (ESI pTOF) calculado para Cz1Hz1FeO3PNa m/z 441,1257 encontrado 441,1265 (m/z + Na*).

Metanol 2-(di-terc-Butilo-fosfinilo)-ferroceno (J)

[0107] A una suspensidn de hidruro de litio y aluminio (628 mg, 16,5 mmol, 3 eq) en éter dietilico seco (10 cm?) bajo
nitrégeno a 0°C, se afadio el 2-di-ferc-butilfosfinilo-acetoxi metilo ferroceno (I) (2,30 g, 5,5 mmol, 1 eq) en éter
dietilico seco (10 cm?®) gota a gota a través de una jeringa durante un periodo de 2 minutos. Una vez que se
completé la adicion, el matraz se calentd a reflujo durante la noche. Después de este tiempo, el matraz se enfrié
luego a 0°C y la reaccién se inactivo luego mediante la adicion secuencial de H2O (628 pl), NaOH al 15% (ac) (628
ul) y H20 (1,88 cm?). La suspension espesa de naranja se dejo agitar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Los sdlidos se eliminaron después por filtracion y luego se lavaron con Et;O hasta que los lavados se aclararon. La
solucién naranja se concentré6 a continuacion a vacio para dar el producto deseado metanol 2-(di-terc-Butilo-
fosfinilo)-ferroceno (J) como un polvo naranja (2,03 g, 99%) sin la necesidad de purificacion adicional. 'H RMN (300
MHz, CgD¢) &1 6,84 (brs, 1H), 4,69 (dd, J = 13,0, 3,4 Hz, 1H), 4,49 (dd, J = 13,0, 8,4 Hz, 1H), 4,23 (s, 5H), 4,19-4,13
(m, 1H), 4,04 (dd, J = 4,3, 2,3 Hz, 1H), 3,77 (brs, 1H), 1,45 (d, J = 13,8 Hz, 10H), 0,99 (d, J = 13,8 Hz, 9H), 3'P {'H}
RMN (122 MHz, C¢Dg) dp 62,27; *C RMN (75 MHz, CeDs) dc 98,3, 72,7, 72,6, 72,5, 72,3, 71,3, 70,2, 70,1, 60,7,
38,2, 37,3, 36,9, 36,1, 27,2, 26,7.; HRMS (ESI pTOF) calculado para C193090FeO2,P m/z 377,2349 encontrado
377,2301 (m/z + H).

3-((2-di-terc-butilfospinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (7)

[0108] El metanol 2-di-terc-butilo-fosfinilo-ferroceno (J) (376 mg, 1 mmol, 1 eq) se suspendié en 1,3-propanodiol (5
cm?3). La suspension se traté con triflato de iterbio (Il1) (31 mg, 0,05 mmol, 5% en moles). El matraz se sell6 y luego
se calentd a 100°C durante 15 minutos. El matraz se dejo enfriar a temperatura ambiente y la solucion se diluyd con
H20 (15 cm3) y EtOAc (30 cm?). La capa organica se separd y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5
cm?3). Los extractos organicos combinados se lavaron luego con H2O (3 x 5 cm?®) y salmuera (sat) (10 cm?®). Los
extractos organicos combinados se secaron luego sobre MgSO., se filtraron y se concentraron a vacio para dar un
aceite marron. La purificacion por cromatografia de alimina basica eluyendo con EtOAc dio el producto deseado 3-
((2-di-terc-butilfospinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (7) como un aceite naranja (157 mg, 36%). '"H RMN (300 MHz,
CeDe¢) 01 5,47 (brs, 1H), 4,77 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 4,6-4,52 (m, 2H), 4,21-4,13 (m, 7H), 4,03-3,84 (m, 3H), 3,81 (brs,
1H), 2,09-1,95 (m, 2H), 1,47 (d, J = 13,6 Hz, 9H), 1,05 (d, J = 13,6 Hz, 9H), 3'P {'"H} RMN (122 MHz, C¢Ds) 81 60,53,
3C RMN (75 MHz, CeDg) &1 92,2, 72,9, 72,8, 72,4, 72,2, 72,2, 71,4, 71,3, 71,0, 71,0, 70,9, 69,1, 68,8, 59,4, 38,1,
37,3, 37,1, 36,3, 33,8, 27,5, 27,1 ; HRMS (ESI yTOF) calculado para Cx:H3sFeOszPNa m/z 457,1639 encontrado
457,1626 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 419 mV.

Ejemplo 8: Preparacién de 3-(2-tributilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (8)
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[0110] Se prepararon (rac)-4-(metoximetilo)-2-ferrocenilo-1,3-dioxano  (K),  (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-
(tributilestannilo)-ferroceno)-1,3-dioxano (L) y 2-tributilestannilo ferroceno carboxaldehido (M) de acuerdo con los
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procedimientos en J. Org. Chem., 1997, 62, 6733 - 6745. Se disolvio 2-tributilestannilo ferroceno carboxaldehido (M)
(447 mg, 0,88 mmol, 1 eq) en una mezcla de EtOH: THF (4:1) (5 cm?®). La solucion roja se tratd después con
borohidruro soédico (42 mg, 1,1 mmol, 1,3 eq) y la solucion roja se agitd luego a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de este tiempo, la solucion ahora naranja se traté con H,O (10 cm?) y se diluyé con EtOAc (10 cm?®).
La capa organica se separo y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?). Los extractos organicos
combinados se lavaron después con salmuera (saturada) (10 cm?), se secaron sobre MgSQO,, se filtraron y se
concentraron a vacio para dar el alcohol deseado en forma de un aceite naranja. El aceite se suspendio en 1,3-
propanodiol (3 cm?), luego se tratd con triflato de iterbio (I1l) (27 mg, 0,044 mmol, 5% en moles). El matraz se sello,
luego se calenté a 100°C durante 10 minutos. El matraz luego se enfrid a temperatura ambiente y la solucion se
diluyo con H20O (10 cm?®) y EtOAc (10 cm?). La capa organica se separ0 y la capa acuosa se extrajo de nuevo con
EtOAc (3 x 5 cm?). Los extractos organicos combinados se lavaron entonces con salmuera (sat) (25 cm?), se
secaron sobre MgSOQ., se filtraron y se concentraron a vacio para dar un aceite naranja. La purificacion por
cromatografia en silice eluyendo con 20% de EtOAc: n-Hex dio el producto deseado 3-(2-tributilestannilo-
ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (8) como un aceite naranja (280 mg, 57%)

[0112] 'H RMN (300 MHz, C¢Dg) 8y 4,43-4,33 (m, 2H), 4,28 (t, J = 2,3 Hz, 1H), 4,18-4,09 (m, 7H), 3,70 (q, J = 5,6
Hz), 2H), 3,58 (ddd, J = 9,1, 5,6, 5,5 Hz, 1H), 3,49 (ddd, J = 9,1, 5,6, 5,5 Hz, 1H), 1,81-1,73 (m, 6H), 1,63-1,46 (m,
6H), 1,31-1,25 (m8H), 1,07 (t, J = 7,3 Hz, 9H); '3C RMN (75 MHz, CsD¢) &1 89,9, 76,1, 72,7, 71,4, 71,2, 69,4, 69,2,
61,9, 33,1, 30,1, 28,3, 14,3, 11,2.; "'5Sn {"H} RMN (112 MHz, CsD¢) &sn -20,71. HRMS (ESI uTOF) calculado para
Ca6HsaFeO2SnNa m/z 587,1610 encontrado 587,1607 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 303 mV.

Ejemplo 9: Preparacion de 3-(2-trimetilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (9)
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[0114] Se prepararon (rac)-4-(metoximetilo)-2-ferrocenilo-1,3-dioxano (K), (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-(trimetilsililo)-
ferroceno)-1,3-dioxano (N) y 2-trimetilsililo ferroceno carboxaldehido (O) de acuerdo con los procedimientos en J.
Org. Chem., 1997, 62, 6733 - 6745.

[0115] Se disolvio 2-trimetilsililo ferroceno carboxaldehido (O) (266 mg, 0,93 mmol, 1 eq) en una mezcla de EtOH:
THF (4:1) (5 cm?3). La solucion roja se trato entonces con borohidruro de sodio (44 mg, 1,2 mmol, 1,3 eq) y luego se
agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de este tiempo, la solucion ahora naranja se traté con H,O
(10 cm?®) y se diluyoé con EtOAc (10 cm?). La capa organica se separd y la capa acuosa se extrajo de nuevo con
EtOAc (3 x 5 cm?). Los extractos organicos combinados se lavaron después con salmuera (saturada) (10 cm?), se
secaron sobre MgSOs, se filtraron y se concentraron a vacio para dar el alcohol deseado en forma de un aceite
naranja. El aceite se suspendié en 1,3-propanodiol (3 cm?3), luego se trato con triflato de iterbio (lll) (28 mg, 0,046
mmol, 5% en moles). El matraz se sell6 y luego se calenté a 100°C durante 2 minutos. El matraz se enfri6 luego a
temperatura ambiente, la solucién se diluyé con H,O (10 cm?3) y EtOAc (10 cm?®). La capa organica se separd y la
capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?®). Los extractos organicos combinados se lavaron entonces
con salmuera (sat) (25 cm?®), se secaron sobre MgSQO4, se filtraron y se concentraron a vacio para dar un aceite
naranja. La purificacion por cromatografia de silice eluyendo con 20% de EtOAc: n-Hex dio el producto deseado
como un aceite naranja (124 mg, 38%).

[0116] "H RMN (300 MHz, C¢De) 81 4,29 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 4,15 (dd, J = 2,3, 1,3 Hz, 1H), 4,05 (t, J = 2,3 Hz, 1H),

3,94-3,88 (m, 7H), 3,54 (q, J = 6,1 Hz, 2H), 3,41-3,26 (m, 2H) 1,67 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 1,62-1,51 (m, 2H), 0,28 (s, 9H):
13C RMN (75 MHz, C¢De) 8¢ 88,2, 74,7, 73,0, 71,6, 69,8, 69,3, 68,4, 68,3, 61,0, 32,3, 0,0,; HRMS (ESI uTOF)
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calculado para C17H2FeO,SiNa m/z 369,0949 encontrado 369,0954 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 248 mV.
Ejemplo 10: Preparacion de 3-(2-tributilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (10)
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[0118] Se preparo (rac)-4-(metoximetilo)-2-ferrocenilo-1,3-dioxano (K) de acuerdo con los procedimientos en J. Org.
Chem., 1997, 62, 6733-6745.

[0119] Se preparo (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-(tributilsililo)-ferrocenilo)-1,3-dioxano (P) mediante el procedimiento en
J. Org. Chem., 1997, 62, 6733-6745 usando tribuilsilicloruro como electrdfilo.

[0120] Se preparo 2-tributilsililo ferroceno carboxaldehido (Q) adaptando el procedimiento en J. Org. Chem., 1997,
62, 6733 - 6745.

[0121] Se disolvio 2-tributilsililo ferroceno carboxaldehido (Q) (461 mg, 1,12 mmol, 1 eq) en una mezcla de EtOH:
THF (4:1) (5 cm?3). La solucién roja se traté luego con borohidruro de sodio (55 mg, 1,46 mmol, 1,3 eq) y la solucion
roja se agitd luego a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de este tiempo, la solucién ahora naranja se
tratd con H,O (10 cm?) y se diluyé con EtOAc (10 cm?). La capa organica se separd y la capa acuosa se extrajo de
nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?). Los extractos organicos combinados se lavaron después con salmuera (saturada) (10
cm?3), se secaron sobre MgSO, se filtraron y se concentraron a vacio para dar el alcohol deseado en forma de un
aceite naranja. El aceite se suspendié en 1,3-propanodiol (3 cm3), luego se tratd con triflato de iterbio (lll) (35 mg,
0,056 mmol, 5% en moles). El matraz se selld y luego se calent6 a 100°C durante 20 minutos. El matraz se enfrid
luego a temperatura ambiente, la solucion se diluy6 con H2O (10 cm?®) y EtOAc (10 cm?®). La capa organica se separo
y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?®). Los extractos organicos combinados se lavaron
entonces con salmuera (sat) (25 cm3), se secaron sobre MgSQ,, se filtraron y se concentraron a vacio para dar un
aceite naranja. La purificacién por cromatografia en silice eluyendo con 20% de EtOAc: n-Hex proporciond el
producto deseado 3-(2-tributilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (10) como un aceite naranja (71 mg, 13%).

[0122] '"H RMN (300 MHz, CgDs) &1 4,46 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 4,34 (dd, J = 2,3, 1,2 Hz, 1H), 4,23 (t, J = 2,3 Hz, 1H),
4,21-4,05 (m, 7H), 3,72 (q, J = 5,5 Hz, 2H), 3,63-3,44 (m, 2H), 1,84 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 1,80-1,70 (m, 2H), 1,61-1,54
(m, 12H), 1,10-1,01 (m, 15H); "*C RMN (75 MHz, C¢D¢) d¢ 88,8, 75,9, 73,7, 71,0, 70,9, 70,5, 69,5, 69,4, 61,9, 33,2,
27,7, 27,3, 14,5.; HRMS (ESI pTOF) calculado para CzHaFeO2:NaSi m/z 495,2357 encontrado 495,2381 (m/z +
Na*); Potencial electroquimico: 361 mV.

Ejemplo 11: Preparacion de 3-(2-trimetilstannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (11)

[0123]
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[0124] (rac)-4-(metoximetilo)-2-ferrocenilo-1,3-dioxano (K), se prepard de acuerdo con los procedimientos en J. Org.
Chem., 1997, 62, 6733-6745.

[0125] Se preparéd (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-(trimetilestannilo)-ferrocenilo)-1,3-dioxano  (R) mediante el
procedimiento en J. Org. Chem., 1997, 62, 6733-6745 usando trimetiltincloruro como electrdfilo.

[0126] Se prepard 2-trimetilestannilo ferroceno carboxaldehido (T) mediante la adaptacion del procedimiento en J.
Org. Chem., 1997, 62, 6733-6745.

[0127] Se disolvid 2-trimetilestannilo ferroceno carboxaldehido (T) (356 mg, 1,12 mmol, 1 eq) en una mezcla de
EtOH: THF (4:1) (5 cm?®). La solucién roja se traté después con borohidruro de sodio (45 mg, 1,2 mmol, 1,3 eq) y la
solucién roja se agitd luego a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de este tiempo, la solucion ahora
naranja se traté con H,O (10 cm?) y se diluy6 con EtOAc (10 cm?®). La capa organica se separo y la capa acuosa se
extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cmd). Los extractos organicos combinados se lavaron a continuacion con
salmuera (saturada) (10 cm?), se secaron sobre MgSQOs, se filtraron y se concentraron a vacio para dar el alcohol
deseado en forma de un aceite naranja. El aceite se suspendio en 1,3-propanodiol (3 cm?), luego se trat6 con triflato
de iterbio (l1) (29 mg, 0.048 mmol, 5% en moles). El matraz se sell6 y luego se calenté a 100°C durante 20 minutos.
El matraz se enfrio luego a temperatura ambiente, la solucién se diluyé con H,0 (10 cm?®) y EtOAc (10 cm?®). La capa
organica se separd y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm®). Los extractos organicos
combinados se lavaron entonces con salmuera (sat) (25 cm?®), se secaron sobre MgSOs, se filtraron y se
concentraron a vacio para dar un aceite naranja. La purificacién por cromatografia en silice que eluye con 20% de
EtOAc: n-Hex dio el producto deseado 3-(2-trimetilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (11) como un aceite
naranja (190 mg, 48%)

[0128] 'H RMN (300 MHz, C¢Ds) &1 4,16-4,10 (m, 2H), 4,05 (t, J = 2,3 Hz, 1H), 3,92-3,86 (m, 6H), 3,85 (dd, J = 2,2,
1,1 Hz, 1H), 3,45 (dd, J = 11,3, 5,6 Hz, 2H), 3,27 (ddt J = 20,7, 9,1, 5,6 Hz, 2H), 1,54-1,45 (2H, m), 0,21 (ss, 9H); '3C
RMN (75 MHz, C¢Ds) 8¢ 90,1, 75,8, 72,7, 71,1, 70,9, 70,7, 69,1, 61,7, 33,1, -7,8; "'5Sn{'H} RMN (112 MHz, CsDs) dsn
-9,03. HRMS (ESI uTOF) calculado para Ci7H2sFeO2NaSn m/z 461,0201 encontrado 461,0221 (m/z + Na*);
Potencial electroquimico: 207 mV.

Ejemplo 12: Preparacion de 3-(2-vinilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (12)

[0129]

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 397 T3

Buli{i.1 eg)

i iﬁ? — ; Ltcf}. m\‘-“‘-{‘im %";i
1 ‘“%5 L™ ‘a2 5 i }
s » EANIFS ) e *
Oide ~{Hdie
K '
%l THOH G0 I§
o ey o
e G PTSA (1eg) SR e o OH
f“f‘? ST - P
e LQM 2) NaBHy (1.3 &) N 12
v Y OEOH : THE (411

511 S-propandiol
YT, {8 mol)
W0

[0130] (rac)-4-(metoximetilo)-2-ferrocenilo-1,3-dioxano (K) y (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-formilo-ferrocenilo)-1,3-
dioxano (U) se prepararon de acuerdo con los procedimientos en J. Org. Chem., 1997, 62, 6733-6745.

(rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-vinilo-ferrocenilo)-1,3-dioxano (V)

[0131] (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-formilo-ferrocenilo)-1,3-dioxano (U) (4 81 mg, 1.4 mmol, 1 eq) se disolvié en THF
seco (15 cm?®) y luego se tratdé con bromuro de metiltrifenilfosfonio (999 mg, 2,8 mmol, 2 eq) y terc-butoxido de
potasio (313 mg, 2,8 mmol, 2 eq). La mezcla se agitd luego a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de
este tiempo, la reaccién se inactivo mediante la adicion de H2O (10 cm?®). La capa organica se separo luego y la capa
acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?®). Los extractos organicos combinados se secaron a continuacion
sobre MgSO,, se filtraron y se concentraron a vacio para dar un aceite naranja. Purificacién por cromatografia de
silice eluyendo con 20% de EtOAc: n-Hex para dar el producto deseado (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-vinilo-
ferrocenilo)-1,3-dioxano (V) como un aceite naranja (137 mg, 29%).

[0132] "H RMN (300 MHz, C¢Ds) &1 6.80 (dd, J = 17,6, 10,9 Hz, 1H), 5,42 (dd, J = 17,6, 1,8 Hz, 1H), 5,35 (s, 1H),
5,08 (dd, J=10,9, 1,8 Hz, 1H), 4,57 (dd, J = 2,4, 1,5 Hz, 1H), 4,25 (dd, J = 2,4, 1,5 Hz, 1H), 4,06 (s, 5H), 3,94 (t, J =
2,4 Hz, 1H), 3,88 (ddd, J = 11,5, 5,5, 1,2 Hz, 1H), 3,42 (ddd, J = 10,1, 11,5, 2,6 Hz, 1H), 3,25 (dd, J = 10,1, 5,5 Hz,
1H), 3,09 - 3,03 (m, 4H), 1,65 -1,46 (m, 1H), 1,03 - 0,92 (m, 1H). '3C RMN (75 MHz, C¢D¢) dn 134,7, 112,4, 100,5,
85,4, 82,8, 76,7, 76,2, 70,8, 69,1, 68,1, 67,1, 66,90, 59,4, 28,8; HRMS (ESI uTOF) calculado para CigH122FeOsNa
m/z 365,0816 encontrado 365,0818 (m/z + Na™).

3-(2-Vinilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (12)

[0133] El (rac)-4-(metoximetilo)-2-(a-vinilo-ferrocenilo)-1,3-dioxano (V) (137 mg, 0,4 mmol, 1 eq) se colocd en un
tubo Schlenk con monohidrato de acido para-toluenosulfénico (200 mg, 1 mmol, 2,5 eq). El matraz se sell6 y luego
se evacud y se volvié a llenar con argon cuatro veces. El matraz se cargé entonces con CHxCl; (7 cm?) y H20 (3
cm?). La mezcla bifasica se agitd luego vigorosamente durante 18 horas. Después de este tiempo, la capa organica
se separd y la capa acuosa se extrajo de nuevo con CHxCl; (3 x 5 cm®). Los extractos organicos combinados se
lavaron entonces con H,O (10 cm?), luego se secaron sobre MgSQy, se filtraron y se concentraron a vacio para dar
el aldehido como un aceite rojo. Esto se recogio en EtOH: THF (4:1) (5 cm?) y se tratd con borohidruro de sodio (27
mg, 0,48 mmol, 1,2 eq). La solucién roja se agit6 luego a temperatura ambiente durante 30 minutos. En este punto,
la solucion naranja se traté con NaHCO3 (sat) (10 cm?) y luego se diluyd con EtOAc (10 cm?®). La capa organica se
separo y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?). Los extractos organicos combinados se lavaron
entonces con HxO (10 cm?®), se secaron sobre MgSQs, se filtraron y luego se concentraron a vacio para dar el
alcohol objetivo como un aceite naranja. Esto luego se disolvié en 1,3-propanodiol (3 cm?), la solucion se tratd con
triflato de iterbio (Ill) (12 mg, 0,02 mmol, 5% en moles). El matraz se sell6 y luego se calenté a 100°C durante 15
minutos. El matraz luego se dejo enfriar a temperatura ambiente, luego la solucién marrén se diluyé con EtOAc (10
cm3) y H,0 (10 cmd). La capa organica se separd y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm®). Los
organicos combinados se lavaron con H,O (25 cm?3), se secaron sobre MgSOQy, se filtraron y se concentraron al vacio
para dar un aceite naranja. La purificacion por cromatografia de silice eluyendo con 40% de EtOAc: n-Hex para dar
el producto deseado 3-(2-vinilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (12) como un aceite naranja (3 mg, 2,5%).

[0134] "H RMN (300 MHz, C¢Ds) 81 6,47 (dd, J = 17,5, 10,9 Hz, 1H), 5,39 (dd, J = 17,5, 1,7 Hz, 1H), 5,05 (dd, J =
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10,9, 1,7 Hz, 1H), 4,42-4,29 (m, 2H), 4,08-3,91 (m, 6H), 3,87 (s, 5H), 3,54 (dd, J = 11,2, 5,5 Hz, 2H), 3,41-3,28 (m,
2H), 1,70 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 1,53 (dt, J = 7,6, 5,8 Hz, 2H); 3C RMN (75 MHz, C¢Ds) d¢c 133,7, 112,7, 82,9, 82,3,
71,5, 70,3, 69,1, 68,4, 68,2, 67,1, 64,7, 61,9, 33,1; HRMS (ESI uTOF) calculado para CisH20FeO2Na m/z 323,0630
encontrado 323,0646 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 220 mV.

Ejemplo 13: Preparacion de 3-(2-yodo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (13)

[0135]
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[0136] Se disolvié 3-(2-tributilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (12) (265 mg, 0,47 mmol, 1 eq) en CH,Cl, (2,5 cm®) y
luego se traté con yodo (130 mg, 0,51 mmol, 1,1 eq). La solucién de color marréon oscuro se agitd luego a
temperatura ambiente durante 16 horas. Después de este tiempo, la reaccién se inactivd mediante la adiciéon de
tiosulfato sodico (saturado) (5 cm?®). La capa organica se separo y la capa acuosa se extrajo de nuevo con CHxCl, (3
x 5 cm®). Los extractos organicos combinados se secaron a continuacion sobre MgSO4, se filtraron y se
concentraron a vacio para dar un aceite naranja. La purificacion por cromatografia en silice eluyendo con 30% de
EtOAc: n-Hex para dar el producto deseado 3-(2-yodo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol (13) como un aceite naranja (15
mg, 8%).

[0137] "H RMN (300 MHz, CsD¢) 81 4,36-4,28 (m, 2H), 4,19 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 4,14 (dd, J = 2,5, 1,3 Hz, 1H), 4,01
(s), 5H), 3,91 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 3,71 (dd, J = 10,6, 5,3 Hz, 2H), 3,61-3,47 (m, 2H), 1,76-1,65 (m, 2H); '3C RMN (75
MHz, C¢D¢) 8¢ 85,8, 75,6, 72,1, 69,7, 69,7, 69,6, 6 8,9, 61,9, 45,3, 33,1, 32,3, 23,4, 14,7; HRMS (ESI puTOF)
calculado para C14H17FeOzINa m/z 422,9520 encontrado 422,9538 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 355 mV.

Ejemplo 14: Preparacion de 2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol (14)

[0138]
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[0139] Se prepard acrilato de etilo-3-ferrocenilo (W) de acuerdo con el procedimiento en Tetrahedron, 2009, 65, 672-
676.

Propanoato de etilo-3-ferrocenilo (X)

[0140] Se disolvio el acrilato de etilo-3-ferrocenilo (W) (7,43 g, 23,3 mmol, 1 eq) en MeOH (125 cm?) y se enfrio a
0°C. Una vez frio, el paladio sobre carbon (10% en peso) (1,5 g) y formiato de amonio (5,87 g, 93,2 mmol, 4 eq) se
afnadieron secuencialmente. La suspension negra se dejo calentar a temperatura ambiente y luego se agité durante
1 hora. La suspension se filtro a través de Celite, y los soélidos se lavaron con MeOH (100 cm?3). La solucion naranja
se concentrdé a continuacion al vacio para dar un solido naranja, que luego se recogid en EtOAc (100 cm3) y
NaHCOs; (50 cm?). La capa organica se separo y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 50 cm3). Los
extractos organicos combinados se secaron a continuacion sobre MgSO,, se filtraron y se concentraron al vacio para
dar el producto deseado etilo-3-ferrocenilo-propanoato (X) como un aceite naranja (4,86 g, 73%) sin la necesidad de
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una purificacién adicional.

[0141] "H RMN (250 MHz, CDCls); &: 4,2 (d, J = 7,0, 2H), 4,09 (s, 2H), 4,02 (s, 7H), 2,93-2,87 (m, 2H), 2,54-2,49
(m, 2H), 2,52 (1H, brs), 1,37 (t, J = 7,0 Hz, 3H); ®C RMN (75 MHz, CDCls); 8c: 170,5, 77,5, 77,0, 76,6, 69,8, 61,3,
34,8, 23,2, 15,3.

Propanol de ferroceno (Y)

[0142] A una suspension de hidruro de litio y aluminio (1,94 g, 51 mmol, 3 eq) en Et;O seco (120 cm?®) a 0°C se
afiadié propanoato de etilo-3-ferrocenilo (X) (4.86 g, 17 mmol, 1 eq) en Et,O seco (30 cm?®) gota a gota durante un
periodo de 25 minutos. Una vez que se completo la adicion, la suspension se dejoé calentar a temperatura ambiente
y se agité durante 1 hora. Después de este tiempo, el matraz se enfrid a 0°C y la reaccién se inactivd mediante la
adicién secuencial gota a gota de H2O (1,9 cm?®), NaOH al 15% (ac) (1,9 cm®) y H,O (5,7 cm®). La suspension
amarilla se dejo luego calentar a temperatura ambiente y se agité durante 10 minutos. La suspension se filtro y los
solidos se lavaron con Et;O (75 cm?®) hasta que el lavado se hizo transparente. La solucion naranja se seco sobre
MgSOs, se filtrd y se concentrd a vacio para dar propanol de ferroceno (Y) como un aceite naranja (4,19 g, 99%) sin
la necesidad de una purificacién adicional.

[0143] "H RMN (300 MHz, CDCls); 8H: 4,19 (s, 9H), 3,65 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,55 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 1,70 (t, J = 6,0
Hz, 2H); 13C RMN (75 MHz, CDCls); 8c: 77,8, 77,6, 77,4, 76,9, 63,4, 38,5, 29,4.

Etilo 2-ferrocenothoxiacetate (Z)

[0144] EI propanol de ferroceno (Y) (1,93 g, 7,9 mmol, 1 eq) se colocé en un matraz de fondo redondo y se traté con
diazoacetato de etilo (552 ml, 5,26 mmol, 0,66 eq) y cloruro de indio (Ill) (464 mg, 2,1 mmol, 40% en moles). La
suspension se dejo agitar a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 16 horas. Después de este tiempo, la
suspension se diluyo con EtOAc (25 cm?®) y H,O (25 cm?). La capa organica se separ6 y la capa acuosa se extrajo
de nuevo con EtOAc (3 x 20 cm?3). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera (saturada) (50 cm3),
se secaron sobre MgSO,, se filtraron y se concentraron al vacio para dar un aceite naranja. La purificacion por
cromatografia en silice eluyendo con 15% de EtOAc: n-Hex dio el producto deseado 2-ferrocetoxioacetato de etilo
(2) en forma de un aceite naranja (993 mg, 57%).

[0145] 'H RMN (300 MHz, CeDs) 8 4,11-4,06 (m, 8H), 4,04-3,98 (m, 5H), 3,94 (s, 2H), 2,50 (dd, J = 8,7, 6,8 Hz, 2H),
1,94-1,80 (m, 2H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 3C RMN (75 MHz, CeDs) 81 170,5, 89,2, 71,6, 69,2, 68,9, 68,3, 67,9,
60,6, 32,0, 26,6, 14,5.

2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol (14)

[0146] A una suspensidn de hidruro de litio y aluminio (343 mg, 9 mmol, 3 eq) en Et;O seco (10 cm?®) a 0°C se
afiadié el 2-ferrocetoxiacetato de etilo (Z) (993 mg, 3 mmol, 1 eq.) en Et,O seco (5 cm?®) gota a gota durante un
periodo de 5 minutos. La suspension se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité6 durante 30 minutos.
Después de este tiempo, el matraz se enfrid a 0°C y la reaccion se inactivd mediante la adicion secuencial gota a
gota de H,0 (343 ml), NaOH al 15% (ac) (343 ml) y H,0O (1,2 cm?). La suspension amarilla se dejé luego calentar a
temperatura ambiente y se agité durante 10 minutos. La suspension se filtrd y los soélidos se lavaron con Et,O (25
cm?) hasta que los lavados se aclararon. La solucion naranja se seco sobre MgSOy, se filtré y se concentro a vacio
para dar un aceite naranja. La purificacion por cromatografia en silice eluyendo con 20% de EtOAc: n-Hex dio el
producto deseado 2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol como un aceite naranja (739 mg, 85%).

[0147] '"H RMN (300 MHz, CgDs) dn 3,90 (s, 5H), 3,85 (s, 4H), 3,47-3,35 (m, 2H), 3,11 (dd, J = 10,4, 5,4 Hz, 4H),
2,29-2,14 (m, 2H), 1,67-1,47 (m, 3H); "*C RMN (75 MHz, C¢Ds) d¢ 89,1, 72,6, 71,1, 69,2, 68,8, 67,9, 62,3, 31,9, 26,8;
HRMS (ESI uTOF) calculado para CisHziFeO, m/z 289,1553 encontrado 289,0987 (m/z + H); Potencial
electroquimico: 114 mV.

Ejemplo 15: Preparacion de 2-(3-(2-terc-butiltio)-ferrocenilpropoxi)etanol (15)

[0148]
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2-terc-butiltio-ferroceno carboxaldehido (AA)

[0149] EI 2-terc-butiltio ferroceno metanol (G) (741 mg, 2,4 mmol, 1 eq) se colocd en un tubo Schlenk con
manganato de bario (2,49 g, 9,7 mmol, 4 eq). El matraz se selld, luego se evacud y se rellend con argén cuatro
veces. El matraz se cargd luego con benceno (15 cm?). La suspension resultante de color azul oscuro se agito luego
a temperatura ambiente durante 16 horas. Después de este tiempo, la suspension se filtré a través de Celite y los
solidos se lavaron con Et;0 (25 cm?) hasta que los lavados se aclararon. La solucion roja resultante se concentro a
vacio para dar el aldehido deseado 2-terc-butiltio-ferroceno carboxaldehido (AA) como un aceite rojo (668 mg, 92%)
sin la necesidad de una purificacién adicional.

[0150] '"H RMN (300 MHz, C¢Dg) 81 10,66 (s, 1H), 5,09-5,01 (m, 1H), 4,45 (dd, J = 2,4, 1,7 Hz, 1H), 4,19 (dd, J = 2,4,
1,7 Hz, 1H), 4,04 (s, 5 H), 1,14 (s, 9 H); '3C RMN (75 MHz, CsD¢) 8¢ 193,4, 82,3, 81,7, 81,1, 73,2, 71,5, 69,6, 45,9,
30,9; HRMS (ESI uTOF) calculado para C1sH1sFeOSNa m/z 325,0325 encontrado 325,0325 (m/z + Na*)

Etilo-3-(2-terc-butiltio-ferrocenilo) acrilato (AB)

[0151] Se afadié fosfonacetato de ftrietilo (571 ml, 2,85 mmol, 1,3 eq) a una suspension de hidruro de sodio
(dispersion al 60% en aceite) (109 mg, 2,85 mmol, 1,3 eq) en THF seco (10 cm®) a 0°C. gota a gota durante un
periodo de 5 minutos. Una vez que se completé la adicion, la solucion se dejo calentar a temperatura ambiente y se
agitoé durante 30 minutos. Después de este tiempo, la solucion se enfrié a 0°C. Una vez frio, se afiadio 2-terc-butilo-
ferroceno carboxaldehido (AA) (668 mg, 2,2 mmol, 1 eq) en THF seco (5 cm?) gota a gota durante un periodo de 5
minutos. Una vez que se completo la adicion, el matraz se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante
30 minutos adicionales. Después de este tiempo, la reaccion se inactivé mediante la adicion de H,O (20 cm?). La
capa organica se separo luego y la capa acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm®). Los extractos organicos
combinados se lavaron a continuacion con salmuera (saturada) (10 cm3), se secaron sobre MgSQs, se filtraron y se
concentraron a vacio para dar un aceite rojo. La purificacion por cromatografia sobre silice eluyendo con EtOAc al
5%: n-Hex dio el producto deseado etilo-3-(2-terc-butiltio-ferrocenilo) acrilato (AB) como un aceite rojo (823 mg,
99%).

[0152] "H RMN (300 MHz, C¢Ds) 81 8,50 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 4,50 (dd, J = 2,5, 1,4 Hz,
1H), 4,44 (dd, J = 2,5, 1,4 Hz, 1H), 4,23 (qd, J = 7,1, 2,2 Hz, 2H), 4,16 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 4,01 (s, 4H), 1,21 (s), 9H),
1,14 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 'C RMN (75 MHz, C¢Dg) 81 185,5, 167,2, 144,8, 116,4, 83,4, 79,9, 72,6, 71,7, 71,4, 67,3,
60,5, 51,1, 46,2, 40,4, 31,1, 20,3, 14,8, 10,0; HRMS (ESI puTOF) calculado para Ci9H24FeO,SNa m/z 395,0744
encontrado 395,0748 (m/z + Na*).

Propanoato etilo-3-(2-terc-butiltioferrocenilo) (AC)

[0153] EI etilo-3-(2-terc-butiltio-ferrocenilo) acrilato (AB) (823 mg, 2,2 mmol, 1 eq) se disolvié en metanol (15 cm?3) y
se enfrié a 0°C. Una vez frio, se afiadieron paladio sobre carbén (10% en peso) (1 g) y formiato de amonio (831 mg,
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13,2 mmol, 6 eq). La suspension se dejo calentar a temperatura ambiente y se agitdé durante 4 horas. Después de
este tiempo, la suspension se filtré a través de Celite y los sélidos se lavaron con metanol (25 cm?®) hasta que los
lavados se aclararon. La solucién naranja se concentré entonces al vacio para dar un sélido naranja. Este se
repartio entre EtOAc (25 cm®) y NaHCO3 (sat) (25 cm?®). La capa organica se separo y la capa acuosa se extrajo de
nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?®). Los extractos organicos combinados se secaron sobre MgSQO,, se filtraron y se
concentraron a vacio para dar el material deseado Etilo-3-(2-terc-butiltioferrocenilo) propanoato (AC) como un aceite
naranja (617 mg, 75%) sin la necesidad de purificacion adicional.

[0154] '"H RMN (300 MHz, CsD¢) &1 4,42 (dd, J = 2,3, 1,4 Hz, 1H), 4,14-4,10 (m, 3H), 4,08 (s, 5H), 4,04 (t, J= 2,5 Hz,
1H), 3,17 (ddd, J = 15,4, 8,9, 6,7 Hz, 1H), 3,00 (ddd, J = 15,4, 8,9, 6,7 Hz, 1H), 2,79-2,60 (m, 2H), 1,26 (s, 9H), 1,09
(t, J = 7,1 Hz, 3H); '3C RMN (75 MHz, C¢Ds) 8¢ 173,1, 92,3, 77,3, 76,9, 70,7, 69,0, 68,4, 60,6, 45,9, 35,6, 31,4, 23,8,
14,7; HRMS (ESI pTOF) calculado para C1gHzsFeO2SNa m/z 397,0900 encontrado 397,0917 (m/z + Na*).

Propanol 2-terc-butiltioferroceno (AD)

[0155] A una suspension de hidruro de litio y aluminio (188 mg, 4.9 mmol, 3 eq) en Et;O seco (3,5 cm?®) a 0°C se
afiadié propanoato etilo-3-(2-terc-butiltioferrocenilo) (AC) (617 mg, 16 mmol, 1 eq) en Et,O seco (4 cm®) se afadio
gota a gota durante un periodo de 2 minutos. Una vez que se complet6 la adicion, la suspension se dejé calentar a
temperatura ambiente y se agité durante 30 minutos. Después de este tiempo, el matraz se enfrié a 0°C y la reaccion
se inactivd mediante la adicion secuencial gota a gota de H>O (188 pl), NaOH al 15% (ac) (188 pl) y H20 (546 pl). La
suspension amarilla se dejo luego calentar a temperatura ambiente y se agité durante 10 minutos. La suspension se
filtré y los solidos se lavaron con Et,O (15 cm?) hasta que el lavado se hizo transparente. La solucion naranja se
seco sobre MgSO., se filtrd y se concentrd a vacio para dar propanol de 2-terc-butiltioferroceno (AD) como un aceite
naranja (381 mg, 66%) sin la necesidad de una purificacion adicional.

[0156] 'H RMN (300 MHz, CgDg) 81 4,45 (dd, J = 2,4, 1,4 Hz, 1H), 4,17-4,15 (m, 1 H), 4,14 (s, 5 H), 4,09 (t, J= 2,5
Hz, 1H), 3,56 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,79 (ddd, J = 14,9, 11,2, 5,6 Hz, 1H), 2,58 (ddd, J = 14,9, 11,2, 5,6 Hz, 1H), 1,97-
1,71 (m, 2 H), 1,30 (s, 9 H); *C RMN (75 MHz, C¢Ds) 8¢ 93,5, 77,2, 76,7, 70,7, 69,1, 68,3, 63,2, 45,8, 34,0, 31,8,
24.8; HRMS (ESI pTOF) calculado para C17H2:FeOSNa m/z 355,0794 encontrado 355,0780 (m/z + Na*).

Etilo 2-(2-terc-butiltioferroceno)etoxiacetato (AE)

[0157] El 2-terc-butiltioferroceno propanol (AD) (483 mg, 1,29 mmol, 1 eq) se colocé en un matraz de fondo redondo
y se trat6é con diazoacetato de etilo (552 ml, 5,26 mmol, 4 eq) y cloruro de indio (lll) (114 mg, 0,52 mmol, 40% en
moles). La suspension se dejé agitar a temperatura ambiente bajo nitrdgeno durante 16 horas. Después de este
tiempo, la suspension se diluyé con EtOAc (25 cm?3) y H,O (15 cm?®). La capa organica se separd y la capa acuosa
se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x 5 cm?). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera (sat) (10
cm?3), se secaron sobre MgSOQy, se filtraron y se concentraron en vacio para dar un aceite naranja. La purificacién por
cromatografia en silice eluyendo con 10% de EtOAc: n-Hex dio el producto deseado en forma de un aceite naranja
(164 mg, 30%).

[0158] 'H RMN (300 MHz, CgDs) 8 4,45 (dd, J = 2,5, 1,4 Hz, 1H), 4,19 (dd, J = 2,5, 1,4 Hz, 1H), 4,14 (s, 5H), 4,09-
3,97 (m, 9H), 3,59 (td, J = 8,6, 2,3 Hz, 2H), 2,90 (ddd, J = 15,0, 11,1, 5,6 Hz 1H), 2,69 (ddd, J = 15,0, 11,1, 5,6 Hz
1H), 2,18-1,91 (m, 2H), 1,30 (s, 9H), 1,02 (t, J = 6,3 Hz, 3H); '3C RMN (75 MHz, CgDs) &¢ 170,6, 93,5, 77,2, 76,7,
72,2, 70,7, 69,2, 68,9, 68,3, 61,0, 60,7, 45,8, 31,5, 31,2, 25,0, 14,7, 14,6; HRMS (ESI puTOF) calculado para
C21H3oFeO3SNa m/z 441,1162 encontrado 441,1179 (m/z + Na*).

2-(3-(2-terc-butiltio)-f errocenilpropoxi)etanol (15)

[0159] A una suspension de hidruro de litio y aluminio (44 mg, 1,17 mmol, 3 eq) en Et;O seco (2 cm?®) a 0°C se
afiadio el 2-(2-terc-butiltioferroceno) etoxiacetato de etilo (AE) (164 mg, 0,39 mmol, 1 eq) en Et,0 seco (1 cm?) gota
a gota durante un periodo de 2 minutos. La suspension se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante
30 minutos. Después de este tiempo, el matraz se enfri6 a 0°C y la reacciéon se inactivd mediante la adicion
secuencial gota a gota de H,O (44 ml), NaOH al 15% (ac) (44 ml) y H2O (132 cm3). La suspension amarilla se dejo
luego calentar a temperatura ambiente y se agité durante 10 minutos. La suspension se filtro y los sélidos se lavaron
con Et;0 (10 cm?®) hasta que los lavados se aclararon. La solucion naranja se seco sobre MgSQOs, se filtro y se
concentré a vacio para dar un aceite naranja. La purificacion por cromatografia en silice eluyendo con 20% de
EtOAc: n-Hex dio el producto deseado 2-(3-(2-terc-butiltio)-ferrocenilpropoxi)etanol (15) como un aceite naranja (41
mg, 28%).

[0160] '"H RMN (300 MHz, CsD¢) &1 4,46 (dd, J = 2,6, 1,4 Hz, 1H), 4,19 (dd, J = 2,6, 1,4 Hz, 1H), 4,15 (s, 5H), 4,10 (t,
J =26 Hz, 1H), 3,67 (dd, J = 9,7, 5,3 Hz, 2H), 3,43 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 3,37 (t, J = 6,5 Hz 2H), 2,81 (ddd, J = 14,9,
11,1,5,7 Hz, 1H), 2,63 (ddd, J = 14,9, 11,1,5,7 Hz, 1H), 2,13 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 2,09 -1,85 (m, 2H), 1,30 (s, 9H); '3C
RMN (75 MHz, C¢D¢) 6¢ 93,4, 77,2, 76,8, 72,8, 71,8, 70,7, 69,1, 68,3, 62,3, 45,8, 31,5, 31,2, 25,1; HRMS (ESI uTOF)
calculado para C1gH2sFeO2SNa m/z 399,1057 encontrado 399,1063 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 297 mV.
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Ejemplo 16: Preparacion de 2-(3-(2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilpropoxi)etanol (16)

[0161]
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[0162] EI 2-(3-(2-terc-butiltio)-ferrocenilpropoxi)etanol (15) (40 mg, 0.11 mmol, 1 eq) se disolvié en CH,Cl; (2 cm?), el
matraz se colocé bajo nitrégeno ambiente y se enfrio a 0°C. Una vez que se afiadié acido 3-cloro-perbenzoico frio
(22 mg, 0.127 mmol, 1,2 eq) en una porcién. La solucién se agité luego a 0°C durante 15 minutos. Después de este
tiempo, el analisis de TLC indic6 el consumo total del material de partida. La reacciéon se sofocé luego mediante la
adicion de NaHCO; (sat) (5 cm?®) y se agitd vigorosamente durante 5 minutos. Después de este tiempo, la capa
organica se separd y la capa acuosa se extrajo con CHxCl, (3 x 5 cm?). Los organicos combinados se lavaron a
continuacién con salmuera (saturada) (10 cm3), se secaron sobre MgSQy, se filtraron y se concentraron a vacio para
dar un aceite marrén oscuro. La purificacion por cromatografia sobre silice eluyendo con EtOAc dio el producto
deseado 2-(3-(2-terc-pero- ilsulfinilo)-ferrocenilpropoxi)etanol (16) como un sélido amarillo (12 mg, 29%).

[0163] '"H RMN (300 MHz, C¢Dg) 81 4,81 (s, 1 H), 4,41 (s, 5 H), 4,10 (t, J=2,4 Hz, 1 H), 4,07 (s, 1 H), 3,75 (t, /= 6,2
Hz, 2H), 3,46 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,40 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,68 (ddd, J = 15,2, 11,5, 4,7 Hz 1H), 2,34 (ddd, J = 15,2,
11,5, 4,7 Hz 1H), 2,0 -1,91 (m, 1H), 1,90 -1,78 (m, 1H), 1,13 (s, 9H); 3C RMN (75 MHz, CsD¢) 8¢ 92,1, 88,0, 73,0,
71,4, 69,6, 68,6, 65,9, 62,3, 56,1, 30,6, 25,5, 23,4; HRMS (ESI yTOF) calculado para C19H2sFeO3SNa m/z 415,1006
encontrado 415,1010 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 397 mV.

Ejemplo 17: Preparacion de 2-(3-(2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilpropoxi)etanol (17)

[0164]
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[0165] Se disolvio 2-(3-(2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilpropoxi)etanol (16) (12 mg, 0,03 mmol, 1 eq) en CH2Cl, (1 cm?3),
se colocd en una atmosfera de nitrégeno y se enfrié a 0°C. Una vez frio, se afiadié acido 3-cloroperbenzoico (6,3
mg, 0,036 mmol, 1,2 eq) en una porcion. La solucion se agité luego a 0°C durante 15 minutos. Después de este
tiempo, el analisis de TLC indic6 el consumo total del material de partida. La reacciéon se sofocé luego mediante la
adicion de NaHCO; (sat) (5 cm?®) y se agitd vigorosamente durante 5 minutos. Después de este tiempo, la capa
organica se separo y la capa acuosa se extrajo con CH,Cl, (3 x 5 cm?). Las capas organicas combinadas se lavaron
a continuacion con salmuera (saturada) (10 cm?), se secaron sobre MgSOs, se filtraron y se concentraron a vacio
para dar un aceite marron oscuro. La purificacién por cromatografia en silice eluyendo con EtOAc dio el producto
deseado 2-(3-(2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilpropoxi)etanol (17) como un aceite amarillo (4 mg, 33%).

[0166] '"H RMN (300 MHz, CsD¢) &1 4,58 (dd, J = 2,4, 1,6 Hz, 1H), 4,41 (s, 4H), 4,09 (dd, J = 2,4, 1,6 Hz, 1H), 4,01 (t,
J =24 Hz, 1H), 3,65 (t, J = 4,5 Hz, 2H), 3,4-3,34 (m, 4H), 3,15 (ddd, J = 15,3, 11,9, 5,2 1H), 2,65 (ddd, J = 15,3,
11,9, 5,2, Hz 1H), 2,0-1,73 (m, 4 H), 1,23 (s, 9 H); '*C RMN (75 MHz, CsD¢) 81 101,9, 91,8, 88,7, 82,9, 75,7, 72,8,
72,7, 72,0, 71,5, 71,0, 69,3, 62,, 59,4, 36,2, 30,9, 24,7, 24,1, 24,0; HRMS (ESI pTOF) calculado para
C1g9H2sFe04SNa m/z 431,0955 encontrado 431,0954 (m/z + Na*); Potencial electroquimico: 489 mV.

Ejemplo 18: Preparacion de 2-cianoetilo-(2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol)diisopropilo-fosforamidita

[0167]
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[0168] A un matraz de fondo redondo de 100 cm® secado en horno equipado con un agitador magnético se afiadio 2-
(3-ferrocenilpropoxi)etanol (14) (753 mg, 2,6 mmol, 1 eq). El matraz se sell6 luego y se purgd con N,. El polvo
amarillo se disolvié a continuacion en THF seco (25 cm?®) para dar una solucion naranja, que luego se tratd
inmediatamente con DIPEA (1,95 ml, 11,2 mmol, 4,3 eq). La 2-cianoetilo-N,N-diisopropilclorofosforamidita (1 g, 4,2
mmol, 1,6 eq) se afadié después a la solucidon 14 durante un periodo de 2 minutos. Una vez completa, la solucion
naranja se dejo agitar durante 10 minutos. Luego se afadié H,O (200 ml) y la solucién naranja se agitdé durante otros
30 minutos bajo nitrégeno. La reaccién se sofoco luego mediante la adicién de EtOAc: TEA (1:1, 25 cm3). La mezcla
se lavo luego con NaHCOj; (saturado) (10 cm?®) y salmuera (saturada) (10 cm?®). La capa organica de color naranja se
secO sobre NaSOs, se filtrd y luego se concentré a vacio para dar un aceite amarillo. La purificacién por
cromatografia en silice (5 X 10 cm?, carga hiumeda de CH,Cl,) eluyendo con 10% de EtOAc: n-Hex + 1% de
trietilamina bajo una corriente de salida de nitrogeno dio el producto deseado 2-cianoetilo-(2-(3-
ferrocenilpropoxi)etanol)diisopropilfosforamidita como un aceite naranja (946 mg, 78%).

[0169] '"H RMN (300 MHz, CDCl3) &4 4,09 (s, 5H), 4,06-4,04 (m, 4H), 3,88-3,79 (m, 2H), 3,60 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,48
(t, J=6,5Hz, 2H), 2,65 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,44 - 2,32 (m, 2H), 1,79 (dt, J = 14,1, 6,5 Hz, 2H), 1,19 (d, J = 6,8 Hz, 1
2H), 3C RMN (75 MHz, CDCls) 8¢ 117,7, 88,7, 70,9, 70,8, 70,7, 68,4, 68,0, 67,1, 62,8, 62,5, 58,6, 58,3, 43,1, 42,9,
31,0, 26,0, 24,7, 24,6, 24,6, 24,5, 20,4, 20,3; 3'P{'H} RMN (122 MHz, CDCIls) & 149,18, HRMS (ESI uTOF)
calculado para Cz4Hs7FeN2O3PNa m/z 511,1886 encontrado 511,1893 (m/z + Na*);

Ejemplo 19: 2-cianoetilo-(3-(Nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilo-fosforamidita

[0170]
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[0171] A un matraz de fondo redondo de 100 cm?® secado en horno equipado con un agitador magnético se le afiadio
el 3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol (2) (1,12 g, 2,8 mmol, 1 eq). El matraz se sell6 luego y se purgé con No.
El polvo amarillo se disolvié a continuacion en THF seco (25 cm?®) para dar una solucion naranja, que luego se trato
inmediatamente con DIPEA (1,95 ml, 11,2 mmol, 4 eq). A continuacion, se afadid6 2-cianoetilo-N,N-
diisopropilclorofosforamidita (1 g, 4,2 mmol, 1,5 eq) a la solucién 2 durante un periodo de 2 minutos. Una vez
completa, la solucidn naranja se dejé agitar durante 10 minutos. Luego se afadié H>O (200 ml) y la solucién naranja
se agité durante otros 30 minutos bajo nitrégeno. La reaccion se sofoco luego mediante la adicion de EtOAc: TEA
(1:1, 25 cm?®). La mezcla se lavo luego con NaHCO; (saturado) (10 cm?) y salmuera (saturada) (10 cm?3). La capa
organica de color naranja se secé sobre Na>SOg, se filtréd y luego se concentrd a vacio para dar un aceite amarillo.
La purificacion por cromatografia de silice (25 X 10 cm?®, carga humeda de CH,Cl) eluyendo con 10% de EtOAc: n-
Hex + 1% de trietilamina bajo una corriente de salida de nitrégeno dio el producto deseado como un aceite naranja
(995 mg, 59%).

[0172] 'H RMN (300 MHz, CgDs) 81 4,43 (d, 1H, J = 11,3), 4,38 (d, 1H, J = 11,3) 3,99-3,75 (m, 2H), 3,72-3,56 (m,
4H), 3,52 - 3,33 (m, 2H), 2,0 -1,77 (m, 10H), 1,73 (s, 21H), 1,23 (t, J = 6,4, 6H); 3'"P {"TH} RMN (122 MHz, CsDs) &p
148,75 (s); '*C RMN (75 MHz, C¢Ds) &¢c 90,4, 80,4, 80,2, 79,2, 78,0, 71,9, 66,7, 66,5, 63,9, 61,3, 59,1, 47,2, 43,7,
43,6, 37,3, 32,7, 30,8, 25,1, 25,0, 25,0, 20,4, 16,6, 10,2, 10,1, 9,93,; HRMS (ESI uTOF) calculado para
Cs2Hs3FeNO3sPNa m/z 623,3041 encontrado 623,3031 (m/z + Na*);

[0173] Los datos electroquimicos muestran que los compuestos de la invenciéon proporcionan marcadores Utiles
electroquimicamente activos. Las etiquetas pueden usarse para proporcionar una sefial electroquimica dentro de un
rango deseado de valores. Pueden ser utiles como marcadores alternativos a otros compuestos de marcado con
valores potenciales similares, por ejemplo, cuando esos otros compuestos de marcado tienen propiedades
desfavorables en el ensayo en cuestion, por ejemplo, incompatibilidad con impurezas u otros componentes
presentes en el ensayo o incompatibilidad con condiciones de medicion, cualquiera de las cuales podria afectar la
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sensibilidad de la medicién. También, o en su lugar, se pueden usar con una o mas etiquetas adicionales en un
ensayo multiple en el que hay mas de una etiqueta para proporcionar dos o mas determinaciones en una sola
muestra, el uso de dos o mas etiquetas con diferentes propiedades electroquimicas en esas circunstancias, se
permite determinar la distincion efectiva entre mediciones relacionadas con la especie respectiva (por ejemplo,
véase el Ejemplo 22). Los compuestos de la invencion también proporcionan respuestas electroquimicas
consistentes que los hacen utiles como controles internos en ensayos.

Ejemplo 20 - Unién de etiquetas a proteina

[0174] Las etiquetas de la invencién se unen a un péptido a través de una amina libre de, por ejemplo, un residuo de
lisina en el péptido. La unién puede llevarse a cabo mediante técnicas convencionales que incluyen la
funcionalizacion del compuesto marcador para formar un éster NHS (N-hidroxisuccinimida) activo y la reaccién del
éster funcionalizado con el grupo amino libre del péptido.

Ejemplo 21-Union de etiquetas a particulas

[0175] Una molécula de biotina se acopla a una etiqueta, por ejemplo, una etiqueta como se realiza en cualquiera de
los ejemplos anteriores. La biotinilacion se puede llevar a cabo en un sintetizador de oligonucleétidos automatizado o
usando condiciones de laboratorio estandar por reaccién de un marcador de fosforamidita de ferrocenilo con ésteres
de NHS de biotina.

[0176] Las particulas de estreptavidina paramagnética se lavan x 3 (tampon de fosfato) y se mezclan con marcador
biotinilado, seguido de incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente con mezcla. Las particulas se lavan x 2
(tampon de fosfato) y se lavan x 1 (tampon de PCR). Se resuspenden en tampén final (tampoén de PCR). Después
de cada etapa de lavado, los sobrenadantes se prueban en busca de sefial electroquimica y, si es necesario, se
repite el lavado hasta que los sobrenadantes no muestran indicacion de etiqueta electroquimica libre.

[0177] Estas particulas se analizan en un intervalo de concentraciones para validar que la sefial electroquimica
observada sea atribuible a la etiqueta acoplada a las particulas magnéticas, usando la captura magnética de las
particulas y la resuspension en un intervalo de volimenes de tampon.

Ejemplo 22 - Ensayo de PCR multiple

[0178] Los compuestos de ferroceno 2, 14 y 6 se convirtieron en sus fosforamiditas correspondientes usando los
procedimientos descritos en este documento. Dos etiquetas de diferroceno también se convirtieron en
fosforamiditas, a saber, 6-(bis-metilo-ferrocenilo)amino)hexan-1-ol  ('di-1') 'y  6-(bis((1'-cloroferrocenilo)1-
metilferrocenilo)amino)hexan-1-ol ('di-2'). Utilizando metodologias estandar de acoplamiento en fase sdlida, estas
cinco fosforamiditas se acoplaron en el extremo 5’ a cinco sondas de oligonucleétidos, cada una disefiada para
detectar un gen especifico. Las etiquetas y los objetivos de la sonda fueron los siguientes:

Etiqueta Diana Etiqueta | Diana

2 Control interno di-1 Gen C.trachomatis
14 Gen de S. aureus | di-2 Gen N.gonorrhoeae
6 Gen T.vaginalis

[0179] La PCR se realizd en diversas muestras usando cebadores disefiados para los cinco genes diana
enumerados en esta tabla. Las amplificaciones separadas se combinaron para dar una mezcla de 5 plex, y las cinco
sondas marcadas se afiadieron luego a esta mezcla, junto con la exonucleasa T7. Esta mezcla se incubd y la
deteccion se realizo esencialmente como se establece en Pearce et al. usando electrodos serigrafiados.

[0180] La Figura 1 muestra seis voltammagramas superpuestos: tres realizados en muestras que contienen los
diversos genes diana (control positivo) y tres realizados en muestras en blanco (control negativo):

Las tres muestras de control negativo no muestran picos visibles entre -0,5 y +0,7 voltios. Por el contrario, las
tres muestras de control positivas muestran cada una cinco picos separados. De izquierda a derecha, estos picos
corresponden a las etiquetas 2,14, di-1, di-2 y 6. Por lo tanto, las etiquetas de monoferroceno de la invencion son
utiles como marcadores en los ensayos de hibridacién de acidos nucleicos, incluidos los ensayos multiplex, y
pueden ser usados también en combinacién con etiquetas de diferroceno.

Ejemplo 23 - experimento de reproducibilidad
[0181] Se conjugd 3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol (compuesto de ejemplo 2) a un oligonucleétido
utilizando condiciones estandar. La sonda resultante se utilizé a una concentracion de 5 yM en 52 PCR diferentes

amplificando 1000 copias de ADN. La deteccioén electroquimica de la sonda produjo los datos actuales en la Figura
2.
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[0182] Estos datos muestran que los compuestos de la invencion dan sefales electroquimicas consistentes y
reproducibles. Esto hace que los compuestos de la invencidon sean particularmente Utiles en ensayos, por ejemplo,
como controles internos.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 397 T3

Reivindicaciones

1. Un compuesto de férmula IA

e 1A

donde:

cada sustituyente X se selecciona independientemente de halo, vinilo, alquilo, cicloalquilo, SiRs, SnRs, PRy,
P(O)Rz, SR, S(O)R, SO2R, arilo, heteroarilo, CHO, CO2R, CN y CF3;

cada R se selecciona independientemente entre alquilo, arilo, cicloalquilo o heteroarilo;
AesO,BesCH;yces1,0

AesCH;,BesOyces?2

aes1,2,304ybes0,1,2,3,405;0

aes0,1,2,3,405ybes1,2,3,405;y

vinilo, alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de alquilo no sustituido, OH, CN, fltor, cloro, bromo y yodo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde
(Ya+b=1;ylo

(i) bes 0; y/o
(iii) el compuesto es un compuesto de acuerdo con la formula IB

ylo
(iv) cada X se selecciona independientemente de halo, vinilo, SR, S(O)R, alquilo, P(O)R2, S(O):R, SiRs, por
ejemplo, cada X se selecciona independientemente de SR, S (O) Ry S(O):R.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde a es 4, b es 5 y cada X es metilo.
4. Un compuesto seleccionado de

3-(ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-((1'-cloro)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-((2-terc-buitiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-((2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-((2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-((2-di-terc-butilfospinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-tributilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-trimetilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-tributilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-trimetilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-vinilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
3-(2-yodo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol;
2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol;
2-(3-(2-terc-butiltio)-ferrocenilpropoxi)etanol;
2-(3-(2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilpropoxi)etanol; y
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2-(3-(2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilpropoxi)etanol.

5. Un compuesto que es un derivado funcionalizado de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
opcionalmente en el que el derivado funcionalizado comprende un resto seleccionado de grupos éster de
succinimidilo, grupos fosforamidita, grupos maleimida, grupos biotina y azida, por ejemplo, un grupo fosforamidita,
por ejemplo, en el que el derivado funcionalizado se selecciona de:

2-cianoetilo-(3-(ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-(nonametilferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-((1'-cloro)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-((2-terc-butiltio)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-((2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-((2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-((2-di-terc-butilfospinilo)-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-(2-tributilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-(2-trimetilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-(2-tributilsililo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-(2-trimetilestannilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-(2-vinilo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(3-(2-yodo-ferrocenilmetoxi)propan-1-ol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(2-(3-ferrocenilpropoxi)etanol)di-iso-propilfosforamidita
2-cianoetilo-(2-(3-(2-terc-butiltio)-ferrocenilpropoxi)etanol)di-iso-propilfosforamidita;
2-cianoetilo-(2-(3-(2-terc-butilsulfinilo)-ferrocenilpropoxi)etanol)di-iso-propilfosforamidita; y
2-cianoetilo-(2-(3-(2-terc-butilsulfonilo)-ferrocenilpropoxi)etanol)di-iso-propilfosforamidita.

6. Un sustrato marcado con un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, con la condicién de que el
sustrato esté marcado en la posiciéon 5’ de un nucleétido cuando el sustrato es un acido nucleico.

7. Un kit de ensayo para determinar la presencia de un objetivo de ensayo, en el que el kit de ensayo comprende el
sustrato marcado de la reivindicacién 6.

8. Uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, como una etiqueta en un ensayo
electroquimico, opcionalmente en el que el ensayo es para detectar un sustrato electroquimicamente marcado y/o
en el que el ensayo es para determinar la cantidad de un sustrato marcado electroquimicamente, proporcionado que
el sustrato se marca electroquimicamente en la posiciéon 5’ de un nucleétido cuando el sustrato es un acido nucleico.

9. Uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o sustrato marcado de la reivindicacion 6,
como control interno en un ensayo electroquimico.

10. Un método para la fabricacién de (i) un derivado funcionalizado de un compuesto de formula IA que comprende
hacer reaccionar un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 con un compuesto funcionalizante,
opcionalmente en el que el compuesto funcionalizante comprende un grupo fosforamidita, o (ii) un etiquetado, que
comprende hacer reaccionar un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 con un sustrato para formar un
sustrato marcado, con la condicién de que el sustrato esté marcado en la posiciéon 5 de un nucleétido cuando el
sustrato es un acido nucleico.

11. Un método para detectar un amplicon de acido nucleico que comprende poner en contacto el acido nucleico con
una sonda de acido nucleico complementaria marcada en la posicién 5’ de un nucleétido con un compuesto de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en condiciones para permitir la hibridacion entre la sonda y amplicon, seguido
de la etapa de degradar selectivamente la sonda hibridada o no hibridada, en donde el método proporciona la etapa
de medir la actividad electroquimica del compuesto que marca la sonda.

12. Un método para detectar un acido nucleico que comprende la etapa de poner en contacto un acido nucleico con
una sonda de acido nucleico complementario en condiciones para permitir la hibridacion entre la sonda y el acido
nucleico, donde la sonda de acido nucleico es un acido nucleico marcado en la posiciéon 5’ de un nucleétido con un
compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, seguido de la etapa de degradar selectivamente la sonda
hibridada o no hibridada y la etapa de medir la actividad electroquimica del compuesto, opcionalmente en donde
dicha degradacion se efectia mediante una enzima de exonucleasa especifica de doble cadena.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que (i) dicha actividad electroquimica es dependiente cuantitativa o
cualitativamente del grado de degradaciéon de la sonda y/o (ii) en donde el acido nucleico se amplifica antes de
ponerlo en contacto con la sonda.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11-13 en el que se usa un dispositivo de ensayo que comprende

al menos dos marcadores, comprendiendo cada etiqueta un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
5 o un sustrato marcado de acuerdo con la reivindicacion 6.
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15. Una forma de detectar un substrato marcado con un compuesto, como se describe en la reivindicacién 6, que
comprende la etapa de medicién de la actividad electroquimica del compuesto.

16. El sustrato marcado de la reivindicacion 6, el kit de ensayo de la reivindicacién 7, el uso de una cualquiera de las
reivindicaciones 8-9 o el método de la reivindicacion 10(ii) o 15, donde el sustrato se selecciona de carbohidratos,
acidos nucleicos, aminoacidos y polipéptidos. opcionalmente en donde el sustrato es un acido nucleico.

17. Los acidos nucleicos se lavan en la posicion 5 del nucleétido con un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, opcionalmente cuando el acido nucleico es complementario de una secuencia de acido
nucleico en un patégeno, opcionalmente en donde el patdgeno se selecciona de Chlamydia trachomatis,
Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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