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DESCRIPCION

Compuesto que tiene una estructura derivada de mononucledsido o mononucleétido, acido nucleico, sustancia
marcadora y método y kit para la deteccién de acido nucleico

Campo técnico

[0001] La presente invencion se refiere a un acido nucleico, una sustancia marcadora y un método y un kit para
detectar un acido nucleico.

Antecedentes

[0002] En, por ejemplo, los diagndsticos genéticos de enfermedades y el analisis de la expresidn génica, es
necesario detectar un acido nucleico que tenga una secuencia especifica. Para la deteccion, se utilizan
ampliamente métodos que utilizan fluorescencia y, por ejemplo, se utiliza a menudo una sonda de fluorescencia
obtenida mediante la unién covalente de un tipo de colorante fluorescente a ADN como sustancia marcadora.

[0003] Dicha sustancia marcadora (una sonda de fluorescencia) tiene el problema que, por ejemplo, emite
fluorescencia incluso cuando no se ha formado una doble hélice con un acido nucleico complementario. Para el
objetivo de detener la fluorescencia de soélo la sonda, el método que utiliza transferencia de energia por
resonancia fluorescente (FRET) es efectivo (por ejemplo, documentos que no son patentes 1 a 4). Sin embargo,
presenta problemas en, por ejemplo, el coste debido a la introduccién de dos tipos de colorantes fluorescentes.

[0004] EI naranja de tiazol, que es un tipo de colorante de cianina, es conocido como un colorante fluorescente
cuya intensidad de fluorescencia aumenta a través de la interaccion con ADN o ARN. Existen ejemplos en los
que se pretendid producir una sonda fluorescente con naranja de tiazol unido a ADN mediante un enlace
covalente. Sin embargo, también se emite una fluorescencia intensa a través de la interaccion con un ADN de
cadena sencilla que contiene una base purina (documento no de patente 5). Por consiguiente, el incremento en
la intensidad de fluorescencia obtenido cuando se forma una doble hélice es pequefio y, por tanto, no se puede
considerar como satisfactorio (documentos no de patente 6 y 7).

Documento no de patente 1: Tyagi, S., Kramer, F. R. (1996) Nat. Biotechnol. 14, 303-308.

Documento no de patente 2: Nazarenko, |. A., Bhatnagar, S. K., Hohman, R. J. (1997) Nucleic Acids Res. 25,
2516-2521.

Documento no de patente 3: Gelmini, S., Orlando, C., Sestini, R., Vona, G., Pinzani, P., Ruocco, L., Pazzagli, M.
(1997) Clin. Chem. 43, 752-758.

Documento no de patente 4: Whitcombe, D., Theaker, J., Guy, S. P., Brown, T, Little, S. (1999) Nat. Biotechnol.
17, 804-807.

Documento no de patente 5: Biopolymers 1998, 46, 39-51.

Documento no de patente 6: Analytica Chimica Acta 2002, 470, 57-70.

Documento no de patente 7: Chemistry - A European Journal 2006, 12, 2270-2281.

WO 2006/097320 A2 describe nucleétidos modificados denominados macromoléculas Nuc. Las macromoléculas
Nuc se caracterizan porque uno o0 mas componentes nucleétidos estan conectados con uno o0 mas componentes
(marcadores) macromoleculares que generan la sefial o median en la sefia a través de un enlazador. El
componente de Nuk particular mantiene su funcién como sustrato para enzimas en una macromolécula Nuc. Un
componente de sefalizacion macromolecular puede albergar varias moléculas colorantes. También se describen
métodos para marcar acidos nucleicos con nucleétidos modificados.

Descripcion detallada de la invencion

[0005] Por lo tanto, la presente invencién pretende proporciona, por ejemplo, una sustancia marcadora que
permite la doble estructura de hélice de un acido nucleico a detectar de manera eficaz.

[0006] También se describe aqui un compuesto que tiene una estructura derivada de mononucledsido o
mononucleoétido, siendo la estructura representada por las siguientes férmulas (1), (1b), o (1c), un tautdmero o
estereoisdmero de los mismos, o una sal de los mismos.
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En las formulas (1), (1b), y (1c),

B es un grupo atémico que tiene un esqueleto de nucleobases naturales (adenina, guanina, citosina, timina o
uracilo) o un esqueleto de nucleobases artificiales,

E es:

(i) un grupo atémico que tiene un esqueleto de desoxirribosa, un esqueleto de ribosas, o una estructura derivada
de cualquiera de ellos, o
(i) un grupo atémico que tiene una estructura peptidica o una estructura peptoide,

z" y Z"? son cada uno un atomo de hidrégeno, un grupo protector o un grupo atémico que muestra fluorescencia
y muestra

un efecto de exciton, y pueden ser idénticos o diferentes entre si,

Qes:

O, cuando E es un grupo atémico descrito en el punto (i), o

NH, cuando E es un grupo atémico descrito en el punto (ii),

Xes:

un atomo de hidrégeno, un grupo protector de un grupo hidroxilo que se puede desproteger con acido, un grupo
fosfato (un grupo monofosfato), un grupo disfosfato o un grupo trifosfato, cuando E es un grupo atémico descrito
en el punto (i) o un atomo de hidrégeno o un grupo protector de un grupo amino, cuando E es un grupo atémico
descrito en el punto (ii),

Y es:

un atomo de hidrégeno, un grupo protector de un grupo hidroxilo, o un grupo fosforamidita, cuando E es un grupo
atomico descrito en el punto (i), 0 un atomo de hidrégeno o un grupo protector, cuando E es un grupo atomico
descrito en el punto (ii),

L', L? y L® son cada uno un enlazador (un atomo o un grupo atéomico de enlace), la longitud de la cadena
principal (el nimero de atomos de la cadena principal) es arbitraria. Cada uno puede contener o no uno de C, N,
O, S, P, y Si en la cadena principal, cada uno puede contener o no uno de un enlace simple, un doble enlace, un
triple enlace, un enlace amida, un enlace éster, un enlace disulfuro, un enlace imino, un enlace éter, un enlace
tioéter, y un enlace tioéster en la cadena principal. L', L2 y L3 pueden ser idénticos o diferentes entre si,

Des CR, N, P, P=0, B, 0 SiR, y R es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo o un sustituyente arbitrario,

b es un enlace simple, un doble enlace o un triple enlace, o

en la formula (1), L' y L? son cada uno el enlazador mencionado anteriormente, L3, D, y b pueden no estar
presentes, y L' y L2 pueden estar unidos directamente a B,

en la formula (1b), T es:

un enlace de acido fosférico (PO4’) en que por lo menos un atomo de oxigeno (O) puede estar sustituido con un
atomo de azufre (S), cuando E es un grupo atémico descrito en el punto (i), o

NH, cuando E es un grupo atomico descrito en el punto (ii).
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[0007] A efectos de resolver los problemas anteriores, la presente invencion proporciona un acido nucleico de la
presente invencion que es un acido nucleico que incluye por lo menos una de las estructuras representadas por
las siguientes formulas (16), (16b), (17) y (17b), un tautébmero o esterecisémero de los mismos, o una sal de los
mismos. Cabe indicar, en la presente memoria, que en las férmulas quimicas (por ejemplo, las siguientes
férmulas quimicas (16), (16b), (17) y (17b), cuando un enlace se extiende desde el interior hacia el exterior de los
paréntesis y el enlace estd marcado con una estrella fuera de los paréntesis, la estrella significa que algun atomo
0 grupo atémico se une al enlace.

(16)

(16b)
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En la férmulas (16), (16b), (17) y (17b),

B, E, Z”, Z12, L1, L2, L3, D, y b tienen cada uno la misma estructura que la de la férmula (1), (1b), o (1c),

donde en las férmulas (16) y (17), E es un grupo atémico descrito en el punto (i) en la férmula (1), (1b), o (1c), y
por lo menos un atomo de O en un enlace de acido fosférico puede estar sustituido con un atomo de S,

en las formulas (16b) y (17b), E es un grupo atémico descrito en el punto (ii) en la formula (1), (1b), o (1c), y

en las formulas (17) y (17b), los respectivos B pueden ser idénticos o diferentes entre si, y los respectivos E
pueden ser idénticos o diferentes entre si.
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[0008] Ademas, una sustancia marcadora de la presente invencion es:

(i) una sustancia marcadora que emite fluorescencia, con dos estructuras quimicas planas contenidas en una
molécula, que no existen en el mismo plano, sino con un cierto angulo formado entre ellas, localizadas para
disponerse en el mismo plano cuando la molécula experimenta una intercalacién o uniéon en los surcos a un
acido nucleico

(ii) una sustancia marcadora formada de por lo menos dos grupos moleculares colorantes que no muestran
emision de fluorescencia debido al efecto de exciton obtenido cuando por lo menos dos moléculas colorantes se
agregan en paralelo entre si, pero muestran emision de fluorescencia destruyéndose el estado de agregacion
cuando las moléculas experimentan una intercalacién o union en los surcos a un acido nucleico, o

(iii) una sustancia marcadora compleja que tiene, como estructura quimica caracteristica, una estructura quimica
de por lo menos dos moléculas colorantes contenidas en una molécula, con los por lo menos dos moléculas
colorantes sin exhibir la emisidon de fluorescencia debido al efecto de excitén obtenido cuando se agregan en
paralelo entre si, pero mostrando emisién de fluorescencia destruyéndose el estado de agregacion cuando las
moléculas experimentan una intercalacién o union en los surcos a un acido nucleico.

[0009] Ademas, un método de deteccion de un acido nucleico de la presente invencion es:

(I) un método de deteccion de un acido nucleico, que comprende las etapas de:

llevar a cabo una sintesis de acido nucleico utilizando, como sustrato, la sustancia marcadora segun la presente
invenciéon que es un mononucleétido marcado u oligonucleétido marcado, sintetizando asi un acido nucleico de
doble cadena al que esta unido el grupo atémico que muestra fluorescencia o la estructura molecular colorante
mediante una intercalacion o unién en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;
y

detectar la sintesis de acido nucleico mediante la comparacion las intensidades de fluorescencia entre si que se
obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico de doble cadena,

(1) un método de deteccion de un acido nucleico, que comprende las etapas de: llevar a cabo la sintesis de acido
nucleico mediante la hibridacién, como un primer acido nucleico, de la sustancia marcadora segun la presente
invencién que es un acido nucleico de cadena sencilla, a un segundo &cido nucleico que tiene una secuencia
complementaria con el primer &cido nucleico o una secuencia analoga a la secuencia complementaria,
sintetizando asi un acido nucleico de doble cadena al que esta unido el grupo atdmico que muestra fluorescencia
o la estructura molecular colorante mediante una intercalacién o unién en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;

y

detectar la hibridacion entre el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico mediante la comparacién las
intensidades de fluorescencia entre si que se obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico
de doble cadena,

(1) un método de deteccion de un acido nucleico, que comprende las etapas de: llevar a cabo la sintesis de
acido nucleico mediante la hibridaciéon, como un primer acido nucleico, de la sustancia marcadora segun la
presente invencion que es un acido nucleico de cadena sencilla, a un segundo acido nucleico que tiene una
secuencia complementaria con el primer acido nucleico o una secuencia analoga a la secuencia complementaria,
sintetizando asi un acido nucleico de doble cadena al que esta unido el grupo atdmico que muestra fluorescencia
o la estructura molecular colorante mediante una intercalacién o unién en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;

y

detectar la hibridacion entre el primer acido nucleico y el segundo &cido nucleico mediante la comparacién las
intensidades de fluorescencia entre si que se obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico
de doble cadena; o

(IV) un método de deteccion de un acido nucleico, que detecta la formacién de un acido nucleico de triple cadena
0 un acido nucleico analogo mediante la utilizacion de un tercer acido nucleico que tiene una secuencia del
primer acido nucleico mencionado anteriormente o el segundo acido nucleico, una secuencia complementaria a
la secuencia del primer acido nucleico o el segundo acido nucleico, 0 una secuencia analoga a la secuencia
complementaria, y estd marcada o no marcada con la sustancia marcadora segun la presente invencion o una
sustancia marcadora compleja.

[0010] Ademas, un kit de la presente invencion incluye: una unidad de sintesis de acido nucleico, una sustancia
marcadora y una unidad de medicidon de intensidad de fluorescencia, en el que la sustancia marcadora es la
sustancia marcadora mencionada anteriormente de la presente invencion.

[0011] Por tener la estructura mencionada anteriormente, se pueden utilizar el compuesto y el acido nucleico de
la presente invencidn, por ejemplo, como sustancia marcadora que permite que la estructura de doble hélice de
un acido nucleico se detecte de manera eficaz. Mas especificamente, el compuesto o acido nucleico con una
estructura representada por la formula (1), (1b), (1c), (16), (16b), (17) o (17b), donde Z'" y Z'? son cada uno un
grupo atomico que muestra fluorescencia y muestra un efecto de excitén, por ejemplo, es adecuado como
sustancia marcadora de la presente invencion. Ademas, el compuesto o acido nucleico en los que z" y Z"? son
cada uno un atomo de hidrégeno o un grupo protector se pueden utilizar como material de partida para sintetizar
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la sustancia marcadora o un intermedio sintético de la misma. Cabe indicar, sin embargo, que la utilizacion del
compuesto y acido nucleico de la presente invencion no se limita al mismo y se pueden utilizar para cualquier
aplicacion.

Breve descripcién de los dibujos

[0012]

La figura 1 es un diagrama que muestra esquematicamente el principio de la presente invencion.

La figura 2 muestra los espectros de RMN 'H y '3C obtenidos de un compuesto de un ejemplo.

La figura 3 muestra los espectros de RMN H y '3C obtenidos de otro compuesto de un ejemplo.

La figura 4 muestra un espectro de masas MALDI-TOF de oligdmero de ADN purificado 5'-
d(CGCAATXTAACGC)-3’; la flecha muestra el maximo de masa (4101,9) derivado del producto purificado, y el
valor calculado de [M-H] es 4101,8 basado en un valor calculado de peso molecular de 4102,8
(C134H176N52076P12) y, por tanto, concuerda con el mismo.

La figura 5 muestra un espectro de masas MALDI-TOF de un producto de reaccién del oligdmero de ADN 5'-
d(CGCAATXTAACGC)-3’ y un derivado de biotina; la flecha muestra el maximo de masa (4554,3) derivado del
producto purificado, y el valor calculado de [M-H] es 4554,4 basado en un valor calculado de peso molecular de
4555,4 (C134H176N52076P12) y, por tanto, concuerda con el mismo.

La figura 6 muestra un espectro RMN H (DMSO-ds) de un compuesto (ADN marcado con un colorante) de un
ejemplo.

La figura 7 muestra un grafico de HPLC de fase inversa del compuesto (ADN marcado con un colorante)
mostrado en la figura 6.

La figura 8 muestra un espectro de masas MALDI-TOF del compuesto (ADN marcado con un colorante)
mostrado en la figura 6.

La figura 9 muestra espectros UV de tres muestras de una sonda fluorescente segun un ejemplo que estaban en
un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de doble hélice ADN-ARN,
respectivamente.

La figura 10 muestra espectros de fluorescencia de las tres muestras de la sonda fluorescente mostrada en la
figura 9 que estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de doble
hélice ADN-ARN, respectivamente, que se obtuvieron utilizando luz de excitén con una longitud de onda de 488
nm.

La figura 11 muestra espectros de fluorescencia de las tres muestras de la sonda fluorescente mostrada en la
figura 9 que estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de doble
hélice ADN-ARN, respectivamente, que se obtuvieron utilizando luz de excitén con una longitud de onda de 510
nm.

La figura 12 muestra espectros UV de las tres muestras de una sonda fluorescente segun otro ejemplo que
estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de doble hélice
ADN-ARN, respectivamente.

La figura 13 muestra espectros de fluorescencia de las tres muestras de la sonda fluorescente mostrada en la
figura 12 que estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de
doble hélice ADN-ARN, respectivamente.

La figura 14 muestra espectros UV de las tres muestras de una sonda fluorescente segun otro ejemplo que
estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de doble hélice
ADN-ARN, respectivamente.

La figura 15 muestra espectros de fluorescencia de las tres muestras de la sonda fluorescente mostrada en la
figura 14 que estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de
doble hélice ADN-ARN, respectivamente.

La figura 16 muestra espectros UV de las tres muestras de una sonda fluorescente segun otro ejemplo que
estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de doble hélice
ADN-ARN, respectivamente.

La figura 17 muestra espectros de fluorescencia de las tres muestras de la sonda fluorescente mostrada en la
figura 16 que estaban en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de
doble hélice ADN-ARN, respectivamente.

La figura 18 muestra graficos que ilustran espectros de absorcion, espectros de excitén y espectros de emision
de varios tipos de sonda fluorescente seguin un ejemplo.

La figura 19 muestra gréficos que ilustran espectros de absorcion, espectros de excitén y espectros de emision
de otra sonda fluorescente segun un ejemplo.

La figura 20 muestra diagramas que ilustran espectros de absorcidon obtenidos midiendo los espectros de
absorcion de una sonda fluorescente segun un ejemplo a varias temperaturas y concentraciones.

La figura 21 es un diagrama de espectro CD de una doble cadena obtenida a través de la hibridaciéon de una
sonda fluorescente de un ejemplo.

La figura 22 muestra graficos que ilustran espectros de absorcion, espectros de excitén y espectros de emision
de otra sonda fluorescente de un ejemplo.

La figura 23 es un diagrama que muestra la emision de fluorescencia de una doble cadena obtenida a través de
la hibridacion de otra sonda fluorescente de un ejemplo.
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La figura 24 muestra graficos que ilustran espectros de absorcidon y espectros de emision de otra sonda
fluorescente segun un ejemplo.

La figura 25 es un diagrama que muestra el cambio en la fluorescencia obtenido cuando una cadena de ARN
hibridada con una sonda fluorescente de un ejemplo se digeria con ARNasa H.

La figura 26 es un diagrama que muestra los resultados de la observacion del cambio en la intensidad de emision
de fluorescencia obtenida mediante el cambio de la proporcion de concentraciones de la cadena de ADN
complementaria con respecto a la una sonda fluorescente segun un ejemplo.

La figura 27 muestra diagramas que ilustran los estados de emision de fluorescencia en un ensayo de
transferencia segun un ejemplo.

La figura 28 es una fotografia que muestra la interferencia diferencial medida cuando una sonda fluorescente de
un ejemplo se introducia en una célula.

La figura 29 es una fotografia tomada mientras se observaba la fluorescencia cuando una sonda fluorescente de
un ejemplo se introducia en una célula.

La figura 30 es una fotografia que muestra las figuras 28 y 29 en un estado de superposicion ente si.

La figura 31A es una fotografia tomada mientras se observaba la fluorescencia cuando otra sonda fluorescente
de un ejemplo se introducia en una célula.

La figura 31B es una fotografia tomada mientras se observaba la fluorescencia cuando otra sonda fluorescente
de un ejemplo se introducia en una célula.

La figura 32 muestra diagramas que ilustran el cambio en la fluorescencia con el tiempo después de inyectar en
un nucleo celular una sonda idéntica a la mostrada en las figuras 28 a 30.

La figura 33 es una fotografia tomada mientras se observaba la fluorescencia cuando otra sonda fluorescente de
un ejemplo se introducia en una célula.

Descripcion de la invencion

[0013] A continuacion, se describen en detalle realizaciones de la presente invencion.

[Compuesto, acido nucleico y sustancia marcadora de la presente invencion]

[0014] EI compuesto y acido nucleico de la presente invencion no estan particularmente limitados, a excepcién
de que estan representados por las férmulas quimicas mostradas anteriormente. Tal como se ha descrito
anteriormente, la utilizacion de los mismos no esta particularmente limitada y se pueden utilizar, por ejemplo,
como la sustancia marcadora mencionada anteriormente de la presente invencion o como material de partida
para la sintesis de la sustancia marcadora o un intermedio sintético de la misma. El compuesto, acido nucleico y
la sustancia marcadora de la presente invencion se describen mas especificamente, por ejemplo, a continuacion.
[0015] En el compuesto de la presente invencion, es preferible que E en las formulas (1), (1b), y (1c) sea un
grupo atémico que tiene una estructura de cadena principal de, por ejemplo, ADN, ADN modificado, ARN, ARN
modificado, LNA o PNA (&cido nucleico de péptido).

[0016] Ademas, en las formulas (1) y (1c), preferiblemente, el grupo atémico representado por:

es un grupo atémico representado por cualquiera de las siguientes formulas (2) a (4),
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y
en la formula (1b), un grupo atémico representado por:

/

B

es un grupo atémico representado por cualquiera de las siguientes férmulas (2b) a (4b).
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o
NH

—8
O
(0]
0) §
O
En las formulas (2) a (4) y (2b) a (4b),

A es un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo, o un grupo atractor de electrones,

My J son cada uno CHa, NH, O, o S y pueden ser idénticos o diferentes entre si,

B, X, e Y son idénticos a aquellos, respectivamente, en la férmula (1), (1b), o (1c), y

en las féormulas (2), (3), (2b), y (3b), por lo menos un atomo de O contenido en un enlace de acido fosférico
puede estar sustituido por un atomo de S.

(4b)

[0017] E es preferiblemente un grupo atdémico que tiene una estructura de cadena principal de, por ejemplo,
ADN, ADN modificado, ARN o ARN modificado desde el punto de vista de, por ejemplo, una sintesis facil. Sin
embargo, E puede ser un grupo atémico que tiene una estructura de cadena principal de LNA o PNA (acido
nucleico de péptido).

[0018] En las férmulas (2) y (2b), se prefiere que, por ejemplo, el grupo alquilo puede ser un grupo metoxi y el
grupo atractor de electrones puede ser halégeno.

10
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[0019] En la férmula (1), (1b?, o (1c), es preferible que la longitud de cada cadena principal (el numero de 4tomos
de la cadena principal) de L, L2, y L3 puede ser un numero entero de 2 o mas. El limite superior de la longitud de
cada cadena principal (el nUmero de atomos de la cadena principal) de L' L2 y L no esta particularmente
limitado y es, por ejemplo, 100 o menos, mas preferiblemente 30 o menos, y particularmente preferiblemente 10
0 menos.

[0020] Preferiblemente, el compuesto de la presente invencidén es un compuesto representado por la siguiente
férmula (5), (6), (6b), o (6¢), un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo.

212
NH
A
H N
z11.-fN\e)l/ \(_,): \I(\b\
BH
O
X0
(0)4
(5) (6)

XQ

XQ

(o) 4 Y

(6b) : (6 ¢c)

1"
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En las férmulas (5), (6), (6b) y (6¢), I, m, y n son arbitrarios y pueden ser idénticos o diferentes entre si, y B, E,
zZ" 7% X, Y, y T son idénticos a los de las formulas (1) y (1b), respectivamente. En las férmulas (5), (6), (6b), y
(6¢), I, m, y n son cada uno preferiblemente un nimero entero de 2 o mas. Los limites superiores de |, m, y n no
estan particularmente limitados y son, por ejemplo 100 o menos, mas preferiblemente 30 o menos, y
particularmente preferiblemente 10 o menos.

[0021] En el compuesto de la presente invencién, es preferible que z" y Z'? sean cada uno un grupo atémico
que muestre un efecto de exciton. Esto permite que aumente ampliamente la fluorescencia cuando, por ejemplo,
se forma una estructura de doble hélice y, de este modo, se puede detectar posteriormente la estructura de doble
hélice de manera eficaz. Sin embargo, en el compuesto de la presente invencion, es posible detectar la
estructura de doble hélice de manera eficaz incluso cuando Z' y Z"? no son cada uno un grupo atémico que
muestre un efecto de exciton o incluso cuando sélo un grupo atémico (colorante) que muestra fluorescencia se
introduce en una molécula.

[0022] Preferiblemente, z" y Z"? son cada uno, por ejemplo, un grupo atémico que tiene fluorescencia y muestra
un efecto de exciton tal como se ha descrito anteriormente. El grupo atomico que tiene fluorescencia y que
muestra un efecto de excitén no esta particularmente limitado. Mas preferiblemente, Z'' y Z'2 son, por ejemplo,
cada uno independientemente un grupo derivado de naranja de tiazol, amarillo de oxazol, cianina, hemicianina,
otro colorante de cianina, rojo metilo, colorante azo o un derivado del mismo. Ademas, también se puede utilizar
de forma adecuada un grupo derivado de otro colorante conocido. Se han descrito muchos colorantes
fluorescentes que cambian la intensidad de la fluorescencia mediante la unién a un acido nucleico, tal como
ADN. En un ejemplo tipico, se ha sabido que el bromuro de etidio muestra una fluorescencia intensa al
intercalarse en una estructura de doble hélice del ADN y se utiliza frecuentemente para la deteccién del ADN.
Ademas, también son conocidos colorantes fluorescentes cuya intensidad de fluorescencia se puede controlar
segun la polaridad microscopica, tal como pirenocarboxiamida y prodan. El naranja de tiazol es un colorante
fluorescente con un anillo benzotiazol y estando la quinolina unida entre si con un grupo metina. Normalmente
muestra una fluorescencia débil, pero proporciona una emision de fluorescencia intensa mediante la intercalacion
en ADN que tiene una estructura de doble hélice. Otros ejemplos incluyen colorantes, tales como fluoresceina y
Cys.

[0023] Ademas preferiblemente, z" y Z'"? son, por ejemplo, cada uno independientemente un grupo atémico
representado por cualquiera de las siguientes férmulas (7) a (9).

(7)

12
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(8)
R13 R19

20

(9)

En las formulas (7) a (9),

X' y X? son cada uno S u O y pueden ser idénticos o diferentes entre si,

n es 0 0 un numero positivo,

R'aR'" y R"™ a R*" son cada uno independientemente un 4tomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un grupo
alquilo inferior, un grupo alcoxi inferior, un grupo nitro, 0 un grupo amino, uno de R" y R es un grupo de enlace
que se une a L' o L? en la férmula (1), (1b), o (1c) o NH en la formula (5), (6), (6b), o (6¢), y el otro es un atomo
de hidrégeno o un grupo alquilo inferior,

cuando una pluralidad de R ® estan presentes en la formula (7), (8), o (9), pueden ser idénticos o diferentes entre
si,

cuando una pluralidad de R'® estan presentes en la formula (7), (8), o (9), pueden ser idénticos o diferentes entre
si,y

X1, X2, y R'aR* enz" y X, X2, y R'aR? en z" pueden ser idénticos o diferentes entre si, respectivamente.

13
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[0024] En las férmulas (7) a (9), se prefiere ademés que en R'aR?, el alquilo inferior sea un grupo alquilo lineal
o ramificado con un nimero de carbono de 1 a 6, y el grupo alcoxi inferior sea un grupo alcoxi lineal o ramificado
con un numero de carbonos de 1 a 6.

[0025] En las férmulas (7) a (9), se prefiere ademas que en R" y R™, el grupo de enlace ser una grupo
polimetilen carbonilo con un niumero de carbonos de por lo menos 2 y se una a L' o L2 en la formula (1), (1b), o
(1c) o NH en la formula (5), (6), (6b), o (6¢), por el resto de grupo carbonilo del mismo. El limite superior del
numero de carbonos del grupo polimetilen carbonilo no esta particularmente limitado y es, por ejemplo, 100 o
inferior, preferiblemente 50 o inferior, mas preferiblemente 30 o inferior, y particularmente preferiblemente 10 o
inferior.

[0026] Cuando z" y Z'? estan cada uno representados por cualquiera de las férmulas (7) a (9), es mas preferible
que sean, por ejemplo, cada uno independientemente un grupo representado por la férmula (19) o (20).

(19)

(20)

14
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En las formulas (19) y (20), X' indica -S- 0 -O-. R"a R"’, R™ y R indican cada uno independientemente un
atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un grupo alquilo inferior, un grupo alcoxi inferior, un grupo nitro, o un
grupo amino. Uno de R" y R' es un grupo de enlace que se une a L' o L? en la férmula (1), (1b), o (1c) o NH en
la formula (5), (6), (6b), o (6¢), y el otro es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior.

[0027] EI compuesto de la presente invencién puede ser, por ejemplo, un compuesto que tiene una estructura
representada por la siguiente férmula (10), un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo.

212
HN/

XQ

o) 4

(10)

En la férmula (10), E, Z”, 212, Q, X, e Y son idénticos a los de la férmula (1), respectivamente.

[0028] En las férmulas (1), (1b), y (1c), B puede tener un esqueleto de nucleobases naturales pero puede tener
un esqueleto de nucleobases artificiales tal como se ha descrito anteriormente.

Por ejemplo, B es preferiblemente una estructura representada por Py, derivado de Pyr, Pu, o derivado de Pu,
donde el Py es un grupo atdomico que tiene un enlace covalente a E en la posicién 1 y un enlace covalente a un
grupo enlazador en la posicion 5 en el anillo de 6 miembros representado por la siguiente formula (11),

el "derivado de Pyr" es un grupo atémico en que por lo menos uno de los atomos del anillo de seis miembros del
Py ha sido sustituido de manera adecuada por un atomode N, C, S, u O, y el atomo de N, C, S, u O puede tener
una carga eléctrica, un atomo de hidrégeno, o un sustituyente,

el Pu es un grupo atémico que tiene un enlace covalente a E en la posicién 9 y un enlace covalente a un grupo
enlazador en la posicion 8 en el anillo condensado representado por la siguiente férmula (12), y

el derivado de Pu es un grupo atémico en que por lo menos uno de todos los atomos del anillo de 5 miembros
del Pu ha sido sustituido de forma adecuada por un atomo de N, C, S, u O, y el &tomo de N, C, S, u O puede
tener una carga eléctrica, un atomo de hidrégeno, o un sustituyente.

15
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7 6
B<}fN1
e

(12)

siguiente formula (13) o (14), un tautémero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo.

11
Z\N/\/N\./\

H

HN

12
/Z

(13)

16

XQ

(0]
N/lkﬁ'\
H

6) ¢

Py 0 derivado de Pyr
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H H Pu o derivado de Pu

(14) oy

En las formulas (13) y (14),
E, 2", 2" Q, X, e Y son idénticos a los de la formula (1), respectivamente, y Py, derivado de Pyr, Pu, y derivado
de Pu son tal como se han definido anteriormente.

[0030] Cuando el compuesto de la presente invencion tiene un grupo fosforamidita, se prefiere que el grupo
fosforamidita esté representado por, por ejemplo, la siguiente férmula (15):

-P(ORP)N(R®)(R*) (15)

donde R** es un grupo protector de un grupo fosfato, y R?® y R?*son cada uno un %rupo alquilo o un grupo arilo.
Ademas preferiblemente, en la féormula (15), R"™ es un grupo cianoetilo, y en R y R, el grupo alquilo es un
grupo isopropilo y el grupo arilo es un grupo fenilo.

[0031] En el compuesto de la presente invencion, por ejemplo, el compuesto representado por la formula (1)
puede ser un compuesto representado por la siguiente férmula (21).

17
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z12
HN

O
HN
1 \/\ /u\/

X0 o)

YO A
(21)

En la féormula (21), A indica un atomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo. Preferiblemente, A es un atomo de
hidrégeno. B indica un residuo de adenina, guanina, citosina, timina o uracilo. Por ejemplo, adenina y guanina se
han unido a un doble enlace en la posicién 8, y la citosina, timina o uracilo se han unido a un doble enlace en la
posicion 5. z" y Z"? indica cada uno independientemente un grupo atémico que muestra fluorescencia y muestra
un efecto de excitdn, un atomo de hidrégeno, o un grupo protector de un grupo amino, y son particularmente
preferiblemente un residuo de un derivado de amarillo de oxazol o un derivado de naranja de tiazol. X indica un
atomo de hidrégeno, un grupo protector de un grupo hidroxilo que se puede desproteger con acido, un grupo
monofosfato, un grupo difosfato, o un grupo trifosfato. Y es un atomo de hidrégeno, un grupo protector de un
grupo hidroxilo, o un grupo fosforamidita.

[0032] También es preferible que el compuesto representado por la férmula (21) esté representado por la
siguiente formula (22).

Zl!
HN/

. o o
HN
i H
| N/K
o) O

X0

(22)
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En la férmula (22), A indica un atomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo. z" y Z'? son cada uno
independientemente un grupo atdbmico que muestra fluorescencia y muestra un efecto de excitén, un atomo de
hidrégeno, o un grupo protector de un grupo amino, y particularmente preferiblemente un residuo de un derivado
de amarilla de oxazol o un derivado de naranja de tiazol. X indica un atomo de hidrégeno, un grupo protector de
un grupo hidroxilo que se puede desproteger con acido, un grupo monofosfato, un grupo difosfato, o un grupo
trifosfato. Y es un atomo de hidrégeno, un grupo protector de un grupo hidroxilo, o un grupo fosforamidita.

[0033] En el compuesto de la férmula (21) o (22), cuando z" y Z"? son cada uno un atomo de hidrégeno o un
grupo protector de un grupo amino, dos grupos amino (o0 grupos amino protegidos) estan contenidos en una
molécula, y, por tanto, se pueden introducir dos moléculas marcadas en una molécula utilizando los grupos
amino. Por ejemplo, cuando se produce acido nucleico marcado, con, por ejemplo, una sustancia fluorescente o
una sustancia quimioluminiscente unidas al mismo, se puede mejorar la sensibilidad de deteccién del acido
nucleico. Ademas, como en el caso en que z" y Z'? son cada uno un grupo atéomico que muestra fluorescencia y
muestra un efecto de excitdon, el marcaje de un acido nucleico con una sustancia fluorescente especifica
posibilita su deteccion de manera facil.

[0034] Ademas, en el compuesto de la formula (21) o (22), un compuesto en que z" y Z"? son cada uno un
grupo atéomico que muestra fluorescencia y muestra un efecto de excitdén esta modificado en los nucleétidos con
dos moléculas de fluorescencia, por ejemplo, un derivado de naranja de tiazol o un derivado de amarillo de
oxazol. Una sonda formada de un acido nucleico de una cadena que contiene dicho compuesto emite una
fluorescencia muy débil, cuando la sonda se utiliza por si misma, debido a la desactivacién causada por el
acoplamiento del excitén, pero emite una fluorescencia intensa mediante la hibridacion con ADN o ARN. Es
decir, por ejemplo, la fluorescencia del derivado de naranja de tiazol o el derivado del amarillo de oxazol se
suprime de manera intensa por la estructura distorsionada de los mismos, pero cuando el derivado de naranja de
tiazol o el derivado de amarillo de oxazol se unen al ADN, la distorsion estructural se cancela y se fijay , por
tanto, se emite una fluorescencia intensa. La fluorescencia se puede detectar mediante, por ejemplo, la
excitacion realizada utilizando un laser de Ar con una longitud de onda de 488 nm o 514 nm, pero el método de
deteccién no se limita al mismo.

[0035] EI compuesto de la presente invencién representado por la formula (1), (1b), o (1c) se puede utilizar para
sintetizar un acido nucleico (polinucleétido), por ejemplo. Es decir, el compuesto de la presente invencion se
puede utilizar como sustancia marcadora para el acido nucleico (reactivo marcador de acido nucleico). Por
ejemplo, mediante la utilizaciéon del compuesto de la presente invencion representado por la formula (1), (1b), o
(1c) como sustrato de nucleétido y la realizacién de la reaccion de sintesis de acidos nucleicos utilizando acido
nucleico de cadena simple como plantilla, o mediante la sintesis de un acido nucleico de cadena sencilla
quimicamente (por ejemplo, un método de sintesis quimica, tal como un método de fosforamidita que se lleva a
cabo utilizando un sintetizador automatico de acidos nucleicos) utilizando un compuesto representado por la
formula (1), (1b), o (1c), se puede producir un acido nucleico que contiene por lo menos una molécula del
compuesto de la presente invencion en una molécula. En este caso, los grupos atomicos z" y z"? pueden ser
cada uno un grupo atémico que muestra fluorescencia y muestra un efecto de excitén, pero también puede ser
un atomo de hidrégeno o un grupo protector.

[0036] Tal como se ha descrito anteriormente, el acido nucleico de la presente invencién presenta una estructura
que contiene por lo menos una estructura representada por la siguiente formula (16), (16b), (17) o (17b). Un
tautémero o estereoisémero del compuesto o una sal del compuesto, el tautémero o el estereocisdmero también
estan comprendidos por el acido nucleico de la presente invencion,
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En las formulas (16), (16b), (17) y (17b), B, E, z" 7% L' L3 L3 D, y b tienen cada uno la estructura mostrada
en la férmula (1), (1b), o (1c), donde en las féormulas (16) y (17), E es el grupo atémico descrito en el punto (i) en
la formula (1), (1b), o (1c), y por lo menos un atomo de O en un enlace de acido fosférico puede estar sustituido
por un atomo de S, en las formulas (16b), (17b), y (18b), E es el grupo atdomico descrito en el punto (ii) en la
férmula (1), (1b), o (1c), y en las férmulas (17) y (17b), los B respectivos pueden ser idénticos o diferentes entre
si, y los respectivos E pueden ser idénticos o diferentes entre si.

En las férmulas (16), (17), (16b) y (17b), z" y Z"? son cada uno un grupo atémico que muestra fluorescencia y
muestra un efecto de excitdn, y pueden ser idénticos o diferentes entre si.

[0037] EI esqueleto basico del acido nucleico de la presente invencidn no esta particularmente limitado. Puede
ser, por ejemplo, cualquiera de AND, AND modificado, ARN, ARN modificado, LNA y PNA (acido nucleico de
péptido), u otra estructura. Ademas, el nimero de bases contenidas en el acido nucleico de la presente invencion
no esta particularmente limitado. Es, por ejemplo, aproximadamente de 10 bp a 10 kb, preferiblemente
aproximadamente de 10 bp a 1 kb. Cuando el acido nucleico de la presente invencién es un oligonucledtido, la
longitud del mismo no esta particularmente limitado, y tiene, por ejemplo, aproximadamente de 10 a 100 bp, mas
preferiblemente de 10 a 50 bp, y aun mas preferiblemente de 10 a 30 bp.

[0038] El numero de compuestos representados por la formula (1), (1b), o (1c) que estan contenidos en el acido
nucleico de la presente invencion no estd particularmente limitado. Es, por ejemplo, aproximadamente de 1 a
100, y preferiblemente aproximadamente de 1 a 20.

[0039] EI compuesto o acido nucleico de la presente invencién puede tener, por ejemplo, una estructura
representada por cualquiera de las siguientes férmulas (23) a (25). En este caso, se puede utilizar de manera
adecuada como sonda de fluorescencia con un colorante introducido en la misma. Sin embargo, el compuesto de
la presente invencion preferiblemente utilizado como sonda de fluorescencia no se limita al mismo.

o B X N
\O—lll--—'ﬁ )

Fluo

!
(2 3)

[0040] En la formula (23), dos colorantes (Fluo) estan unidos a una base B. El lugar en que se une la base B a un
enlazador no esta particularmente limitado. Por ejemplo, la base B esta unida a un enlazador en una posicion
seleccionada entre la posicion 4, la posicion 5 y la posicion 6 de pirimidina y la posicion 2, la posicion 3, la
posicion 6, la posicion 7 y la posicion 8 de purina. El enlazador tiene un sitio de unién a base, ramificaciones en
por los menos dos puntos a lo largo de su extension, y esta unido a colorantes en los extremos del mismo. El
método a utilizar para unirlo a una base o un colorante no es sélo un enlace formado por, por ejemplo, una
reaccion catalizada por metal, una reaccién de condensacién de formacién de anillos, o una reaccién de adicién
de Michael a un doble enlace o un triple enlace, sino también, por ejemplo, un enlace amida, un enlace éster, un
enlace disulfuro o un enlace formado por, por ejemplo, una reaccion de formacién de imina. Con respecto al
enlazador, las longitudes (I, m y n) son arbitrarias y pueden contener un enlace simple, un doble enlace, un triple
enlace, un enlace amida, un enlace éster, un enlace disulfuro, amina, imina, un enlace éter, un enlace tioéter o
un enlace tioéster. Ademas, es preferible que el enlazador no evite el efecto del excitdn causado por la
dimerizacion. La ramificacion (X) es cada atomo de carbono, silicio, nitrégeno, fésforo y boro y puede tener lugar
la protonacion (por ejemplo, NH™) u oxidacién (por ejemplo, P=0). Preferiblemente, el colorante a utilizar es aquel
que muestra un efecto de excitdén por la dimerizacion. El sitio en que se une el colorante a un enlazador es
cualquier parte del mismo. La formula (23) muestra el desoxirribonucleétido, que es una estructura parcial de
ADN, pero en lugar del mismo, el esqueleto del acido nucleico puede ser ribonucleétido (ARN), asi como un
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acido nucleico modificado con azucar, tal como 2’0O-metil ARN o 2’-fluoro ADN, acido nucleico modificado con
acido fosforico, tal como acido nucleico fosforotioato, o acido nucleico funcional, tal como PNA o LNA (BNA).

[0041]

I g e
Nl A K™
! o "

(24)

[0042] En la formula (24), dos colorantes (Fluo) estan unidos a una base B. El lugar en que se une la base B a un
enlazador no esta particularmente limitado. Por ejemplo, la base B esta unida a enlazadores en dos posiciones
seleccionadas entre la posicion 4, la posicion 5 y la posicién 6 de pirimidina y la posiciéon 2, la posicion 3, la
posicion 6, la posicion 7 y la posicion 8 de purina. Los dos enlazadores tienen un sitio de unién a base y estan
unidos a un colorante en los extremos de los mismos. El método a utilizar para unirlos a una base o un colorante
no es solo un enlace formado por, por ejemplo, una reaccion catalizada por metal, una reacciéon de condensacion
de formacion de anillos, o una reaccion de adicion de Michael a un doble enlace o un triple enlace, sino también,
por ejemplo, un enlace amida, un enlace éster, un enlace disulfuro o un enlace formado por, por ejemplo, una
reaccion de formacién de imina. Con respecto a los enlazadores, las longitudes (I y m) son arbitrarias y pueden
contener un enlace simple, un doble enlace, un triple enlace, un enlace amida, un enlace éster, un enlace
disulfuro, amina, imina, un enlace éter, un enlace tioéter o un enlace tioéster. Ademas, es preferible que los
enlazadores no eviten el efecto del excitén causado por la dimerizacion. Preferiblemente, el colorante a utilizar es
aquel que muestra un efecto de exciton mediante la dimerizacion. El sitio en que se une el colorante a un
enlazador es cualquier parte del mismo. La férmula (24) muestra el desoxirribonucleétido, que es una estructura
parcial de ADN, pero en lugar del mismo, el esqueleto del acido nucleico puede ser ribonucleétido (ARN), asi
como un &acido nucleico modificado con azulcar, tal como 2’0-metil ARN o 2’-fluoro ADN, &acido nucleico
modificado con acido fosfoérico, tal como acido nucleico fosforotioato, o acido nucleico funcional, tal como PNA o
LNA (BNA).

[0043]
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o B f Fluo
N
| 0

(25)

[0044] En la férmula (25), las bases (B1 y B2) de nucledtidos contiguos estan cada uno unidos a un colorante
(Fluo). El lugar en que se une cada base B a un enlazador no esta particularmente limitado. Por ejemplo, cada
base B esta unida a un enlazador en una posicion seleccionada entre la posicion 4, la posicion 5 y la posicion 6
de pirimidina y la posicion 2, la posicion 3, la posicién 6, la posicion 7 y la posiciéon 8 de purina. Los dos
enlazadores tienen cada uno un sitio de unién a base y estédn unidos a un colorante en el otro extremo de los
mismos. El método a utilizar para unirlos a bases o colorantes no es solo un enlace formado por, por ejemplo,
una reaccioén catalizada por metal, una reaccion de condensaciéon de formacion de anillos, o una reaccion de
adicion de Michael a un doble enlace o un triple enlace, sino también, por ejemplo, un enlace amida, un enlace
éster, un enlace disulfuro o un enlace formado por, por ejemplo, una reacciéon de formacion de imina. Con
respecto a los enlazadores, las longitudes (I y m) son arbitrarias y pueden contener un enlace simple, un doble
enlace, un triple enlace, un enlace amida, un enlace éster, un enlace disulfuro, amina, imina, un enlace éter, un
enlace tioéter o un enlace tioéster. Ademas, es preferible que los enlazadores no eviten el efecto del exciton
causado por la dimerizacion. Preferiblemente, el colorante a utilizar es aquel que muestra un efecto de exciton
mediante la dimerizacion. El sitio en que se une el colorante a un enlazador es cualquier parte del mismo. La
férmula (25) muestra el desoxirribonucleétido, que es una estructura parcial de ADN, pero en lugar del mismo, el
esqueleto del acido nucleico puede ser ribonucleétido (ARN), asi como un acido nucleico modificado con azucar,
tal como 2’0O-metil ARN o 2’-fluoro ADN, acido nucleico modificado con &cido fosférico, tal como acido nucleico
fosforotioato, o acido nucleico funcional, tal como PNA o LNA (BNA).

[0045] Cuando el compuesto o acido nucleico de la presente invencion presenta un isémero, tal como un
tautdbmero o un estereoisdmero (por ejemplo, un isémero geométrico, un conférmero, o un isémero 6ptico), se
puede utilizar cualquier isémero para la presente invencion. La sal del compuesto o acido nucleico de la presente
invencion puede ser una sal de adicién de acido, pero puede ser una sal de adicion de base. Ademas, el acido
que forma la sal de adicién de acido puede ser un acido inorganico o un &cido organico, y la base que forma la
sal de adicion de base puede ser una base inorganica o una base organica. El acido inorganico no esta
particularmente limitado. Ejemplos de los mismos incluyen acido sulfurico, acido fosférico, acido fluorhidrico,
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido hipofluoroso, acido hipocloroso, acido hipobromoso,
acido hipoyodoso, acido fluoroso, acido cloroso, acido bromoso, acido yodoso, acido fluérico, acido clérico, acido
brémico, acido yddico, acido perfludrico, acido perclérico, acido perbrémico y acido peryddico. El acido organico
tampoco esta particularmente limitado. Ejemplos de los mismos incluyen &cido p-toluenosulfénico, acido
metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromobencenosulfénico, acido carbdnico, acido succinico, acido citrico,
acido benzoico, y acido acético. La base inorganica no esta particularmente limitada. Ejemplos de las mismas
incluyen hidroxido de amonio, hidroxido de metal alcalino, hidroxido, carbonato e hidrogenocarbonato de metal
alcalinotérreo. Ejemplos mas especificos incluyen hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, carbonato de potasio,
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carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, hidrogenocarbonato de potasio, hidroxido de calcio y carbonato de
calcio. La base organica tampoco esta limitada. Ejemplos de las mismas incluyen etanolamina, trietilamina y
tris(hidroximetil)aminometano. El método de produccién de sales de los mismos no esta particularmente limitado.
Se pueden producir mediante un método en el que, por ejemplo, los acidos o las bases descritas anteriormente
se afiaden de manera adecuada a la molécula de unién dadora/aceptora de electrones mediante un método
conocido. Ademas, cuando, por ejemplo, el sustituyente tiene un isémero, se puede utilizar cualquier isémero.
Por ejemplo, en el caso de un “grupo naftilo”, puede ser un grupo 1-naftilo o un grupo 2-naftilo.

[0046] Ademas, en la presente invencion, el grupo alquilo no esta particularmente limitado. Ejemplos del mismo
incluyen un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo, un grupo isopropilo, un grupo n-butilo, un grupo
isobutilo, un grupo sec-butilo y un grupo tert-butilo, asi como grupos (por ejemplo, un grupo alquilamino y un
grupo alcoxi) que contienen grupo alquilo en sus estructuras. Ademas, el grupo perfluoroalquilo no esta
particularmente limitado. Ejemplos del mismo incluyen grupos de perfluoroalquilo derivados de un grupo metilo,
un grupo etilo, un grupo n-propilo, un grupo isopropilo, un grupo n-butilo, un grupo isobutilo, un grupo sec-butilo y
un grupo tert-butilo, asi como grupos que contienen grupos perfluoroalquilo en sus estructuras (por ejemplo, un
grupo perfluoroalquilsifonilo y un grupo perfluoroacilo). En la presente invencién, el grupo acilo no esta
particularmente limitado. Ejemplo del mismo incluyen un grupo formilo, un grupo acetilo, un grupo propionilo, un
grupo isobutirilo, un grupo valerilo, un grupo isovalerilo, un grupo pivaloilo, un grupo hexanoilo, un grupo
ciclohexanoilo, un grupo bencilo, y un grupo etoxicarbonilo, asi como grupos que contienen un grupos acilo en
sus estructuras (por ejemplo, un grupo aciloxi y un grupo alcanoiloxi). En la presente invencion, se incluye el
carbono de carbonilo en el nimero de carbonos del grupo acilo. Por ejemplo, un grupo alcanoilo (un grupo acilo)
con un numero de carbonos de 1 indica un grupo formilo. Ademas, en la presente invencién, "halégeno" indica un
elemento halégeno arbitrario, y ejemplo del mismo incluyen fltor, cloro, bromo y yodo. En la presente invencion,
el grupo protector de un grupo amino no esta particularmente limitado. Ejemplos del mismo incluyen un grupo
trifluoroacetilo, un grupo formilo, un grupo alquil C1.s -carbonilo (por ejemplo, acetilo y etilcarbonilo), un grupo
alquil C4. -sulfonilo, un grupo tert-butiloxicarbonilo (de aqui en adelante también referido como "Boc"), un grupo
benciloxicarbonilo, un grupo aliloxicarbonilo, un grupo fluorenilmetiloxi carbonilo, un grupo arilcarbonilo (por
ejemplo, fenilcarbonilo y naftilcarbonilo), un grupo arilsulfonilo (por ejemplo, fenilsulfonilo y naftilsulfonilo), un
grupo alquiloxi C+. -carbonilo (por ejemplo, metoxicarbonilo y etoxicarbonilo), un grupo aralquil C7.1o carbonilo
(por ejemplo, bencilcarbonilo), un grupo metilo, y un grupo aralquilo (por ejemplo, grupo bencilo, difenilmetilo, y
tritilo). Estos grupos pueden estar sustituidos por, por ejemplo, uno a tres atomos de halégeno (por ejemplo, fluor
cloro, o bromo) o grupos nitro. Ejemplos especificos de los mismos incluyen un grupo p-nitrobenciloxicarbonilo,
un grupo p-clorobenciloxicarbonilo, un grupo m-clorobenciloxicarbonilo, y un grupo p-metoxibenciloxicarbonilo.
En la presente invencion, el grupo protector de un grupo hidroxilo (incluyendo uno capaz de ser desprotegido con
acido) no esta particularmente limitado. Ejemplos del mismo incluyen un grupo dimetoxitritilo, un grupo
monometoxitritilo, y un grupo pixilo.

[0047] Particularmente, los ejemplos preferidos del compuesto o acido nucleico de la presente invencion incluyen
los descritos posteriormente en la seccion de ejemplo, en particular, los compuestos (acidos nucleicos) 102 a
106, 110, 113, 114, 116 a 118, 120,121, 122, 123, 124, ODN1, ODN2, ODN3, ODN4, ODN5, ODN6, ODN?7,
ODN8, ODN9, ODN10, ODN (anti4.5S), y ODN (antiB1), asi como isémeros geométricos, esterecisomeros y
sales de los mismos. Especialmente, los compuestos 110, 113, 114, 116 a 118, 120, 121, 122, 123, 124, ODN1,
ODN2, ODN3, ODN4, ODN5, ODN6, ODN7, ODN8, ODN9, ODN10, ODN (anti4.5S), y ODN (antiB1) son
particularmente buenos en, por ejemplo, la sensibilidad de deteccidén de acidos nucleicos, ya que el naranja de
tiazol y el ADN se unen covalentemente con una estructura Unica. Ademas, los compuestos 110, 113, 117, 118,
120, 121, 122, 123, 124, ODN1, ODN2, ODN3, ODN4, ODN5, ODN9, ODN (anti4.5S) y ODN (antiB1) que
contienen dos estructuras de naranja de tiazol en una molécula se pueden utilizar ademas de manera efectiva
como una sonda de fluorescencia de un ADN de cadena sencilla que suprime la fluorescencia en un estado de
cadena sencilla y tiene la intensidad de fluorescencia que se incrementa mediante la formacion de una doble
hélice con un ADN o ARN complementario.

[0048] A continuacion, la sustancia marcadora de la presente invencion es, tal como se ha descrito
anteriormente:

(i) una sustancia marcadora que emite fluorescencia, con dos estructuras quimicas planas contenidas en una
molécula, que no existen en el mismo plano, sino con un cierto angulo formado entre ellas, localizado para
disponerse en el mismo plano cuando la molécula experimenta una intercalacién o unién en los surcos a un
acido nucleico

(i) una sustancia marcadora formada de por lo menos dos grupos moleculares colorantes que no muestran
emision de fluorescencia debido al efecto de exciton obtenido cuando por lo menos dos moléculas colorantes se
agregan en paralelo entre si, pero muestran emision de fluorescencia destruyéndose el estado de agregacion
cuando las moléculas experimentan una intercalacién o union en los surcos a un acido nucleico, o

(iii) una sustancia marcadora compleja que tiene, como estructura quimica caracteristica, una estructura quimica
de por lo menos dos moléculas colorantes contenidas en una molécula, con los por lo menos dos moléculas
colorantes sin exhibir la emisién de fluorescencia debido al efecto de exciton obtenido cuando se agregan en
paralelo entre si, pero mostrando emisién de fluorescencia destruyéndose el estado de agregacion cuando las
moléculas experimentan una intercalacion o union en los surcos a un acido nucleico.
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En el caso del punto (ii) o (iii), es preferible que las moléculas colorantes sean la molécula descrita en el punto (i).
Ademas, en el caso del punto (iii), es preferible que la sustancia marcadora compleja tenga una estructura en
que

por lo menos dos moléculas colorantes estén unidas a una molécula enlazadora unida a un acido nucleico a
marcar, con una molécula enlazadora adicional interpuesta entre ellas para tener una estructura ramificada o
esta unidas directamente a las mismas sin molécula enlazadora adicional interpuesta entre ellas.

[0049] La sustancia marcadora de la presente invencion es preferiblemente un compuesto de la presente
invencion, donde los grupos atémicos Z'" y Z'? muestran fluorescencia y muestran un efecto de exciton, un
tautdmero o esteremsomero deI mlsmo o una sal del mismo, o un acido nucleico de la presente invencion, donde
los grupos atémicos z" y Z'? muestran fluorescencia y muestran un efecto de excitdon, un tautobmero o
estereoisdomero del mlsmo o una sal del mismo. Por ejemplo, en el compuesto o &cido nucleico de la presente
invencioén, dado que z" y Z"? son grupos atémicos que muestran el efecto de exciton, la fluorescencia aumenta
cuando se forma una estructura de doble hélice y, de este modo, se puede detectar la estructura de doble hélice
posteriormente de manera efectiva. Sin embargo, en el compuesto o &cido nucleico de la presente invencion,
incluso cuando Z" y Z"? no son grupos atémicos que muestren el efecto de excitdon o incluso cuando sélo un
grupo atémico (colorante) que muestra fluorescencia ha sido introducido en una molécula, se puede utilizar como
sustancia marcadora, por ejemplo, para acidos nucleicos, y la estructura de doble hélice también se puede
detectar de manera efectiva. Ejemplos de la forma de la sustancia marcadora segun la presente invencion
incluyen la forma de una sonda de fluorescencia de un acido nucleico de cadena sencilla. Sin embargo, no se
limita a la misma y puede terne cualquier forma, tal como mononucleétido marcado, oligonucleétido marcado o
acido nucleico de doble cadena.

[0050] La sustancia marcadora de la presente invencion es, por ejemplo, mononucleétido marcado,
oligonucledtido marcado, acido nucleico marcado o un analogo de acido nucleico marcado, donde la sustancia
marcadora es una sustanma marcadora marcada con cualquiera de los puntos (i) a (iii), un compuesto de la
presente invencion, donde z" y Z'? son cada uno grupos atémicos que muestran fluorescencia y muestran un
efecto de exciton, un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo, o un acido nucleico de la
presente invencion, donde z" y Z'? son cada uno grupos atomicos que muestran fluorescencia y muestran un
efecto de exciton, un tautomero o estereocisémero del mismo, o una sal del mismo.

[0051] Una sustancia marcadora de la presente invencién es, por ejemplo, mononucleétido marcado,
oligonucledtido marcado, acido nucleico marcado o un analogo de acido nucleico marcado, donde la sustancia
marcadora es una sustanma marcadora marcada con cualquiera de los puntos (i) a (iii), un compuesto de la
presente invencion, donde z" y Z'? son cada uno grupos atémicos que muestran fluorescencia y muestran un
efecto de exciton, un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo, o un acido nucleico de la
presente invencion, donde z" y Z'? son cada uno grupos atomicos que muestran fluorescencia y muestran un
efecto de exciton, un tautémero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo, con una molécula enlazadora
unida a por lo menos una molécula o moléculas base que forman la cadena principal que estan contenidas en
mononucleétido, oligonucledtido, acido nucleico o un analogo de acido nucleico o una sustancia marcadora.

[0052] Una sustancia marcadora de la presente invencion es, por ejemplo, mononucleétido marcado,
oligonucledtido marcado, acido nucleico marcado o un analogo de acido nucleico marcado, donde la sustancia
marcadora es una sustanaa marcadora marcada con cualquiera de los puntos (i) a (iii), un compuesto de la
presente invencion, donde z" y Z'? son cada uno grupos atomicos que muestran fluorescencia y muestran un
efecto de exciton, un tautdbmero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo, o un acido nucleico de la
presente invencion, donde z" y Z'? son cada uno grupos atomicos que muestran fluorescencia y muestran un
efecto de excitdn, un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una sal del mismo, con una molécula enlazadora
unida a un atomo de carbono en la posicion 5 de un nucleo de pirimidina o un atomo de carbono en la posicién 8
de un nucleo de purina de por lo menos una molécula base contenida en mononucleétido, oligonucledétido, acido
nucleico o un analogo de acido nucleico o una sustancia marcadora.

[Método de produccién del compuesto y del acido nucleico de la presente invencion]

[0053] Los métodos de produccion del compuesto y el acido nucleico no estan especialmente limitados, y
pueden utilizarse adecuadamente métodos de sintesis conocidos (métodos de produccién). En caso de un
compuesto representado por la féormula (21), como ejemplo, puede producirse mediante un método de
produccién que incluye: una etapa de reaccion de tris(2-aminoetil) amina con un compuesto representado por la
férmula siguiente (26) después de que se activara el grupo carboxilo del compuesto; una etapa de protecciéon de
un grupo amino: y una etapa de realizacion de una reaccion para proteger el grupo hidroxilo presente en el
compuesto obtenido anteriormente con un grupo protector y una reaccién para anadir acido fosférico o un grupo
de fosforamidita al grupo hidroxilo presente en el compuesto obtenido anteriormente.
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HO
HO 0

HO A

(26)

En la férmula (26), A indica un atomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo y B indica un residuo de adenina,
guanina, citosina, timina, o uracilo.

[0054] Por ejemplo, puede utilizarse el método de produccién siguiente (método de sintesis) para la produccién
de un compuesto y acido nucleico segun la presente invencion. Es decir, se ha utilizado ampliamente un método
en el cual un grupo amino activo contenido en ADN y un grupo carboxilo activado en un agente marcador
reaccionan uno con el otro en una soluciéon tampén como un método facil de marcaje de ADN. Puede utilizarse
este método para la produccién tanto del compuesto como del acido nucleico de la presente invencion, y puede
utilizarse especialmente para la introduccion de un enlazador o un colorante. Los ejemplos del método de
introduccién de un grupo amino incluyen un método que utiliza una fosforamidita modificadora de amino
disponible en GLEN RESEARCH.

[0055] Los grupos atémicos Z'" y Z'? cada uno pueden convertirse, por ejemplo, desde un grupo protector a un
atomo de hidrégeno (es decir se elimina un grupo protector), y adicionalmente puede sustituirse el atomo de
hidrégeno por un grupo atémico (colorante) que tiene fluorescencia. El método de eliminacién del grupo protector
no estd especialmente limitado, y puede utilizarse adecuadamente un método conocido. El método de
substitucion con un grupo atémico (colorante) fluorescente tampoco esta especialmente limitado. Por ejemplo,
puede hacerse que reaccionen adecuadamente un compuesto o acido nucleico de la presente invencion en los
que z" y Z"? son cada uno un atomo de hidrég;eno con una molécula de fluorescencia (colorante). Por ejemplo,
es preferible que por lo menos uno de entre 20z seaun grupo amino activo, ya que tiende a reaccionar con
una molécula de fluorescencia (colorante). Mas preferiblemente, tanto Z"" como Z™ son grupos amino activos. La
molécula de fluorescencia (colorante) tampoco esta especialmente limitada y puede ser, por ejemplo, un
compuesto representado por cualquiera de las férmulas (7) a la (9) (en las que R" y R'? son cada uno un atomo
de hidrégeno o un grupo alquilo inferior, o un grupo carboxipolimetileno). Ademas, en el caso del acido nucleico
(polinucledtido, polinucledsido, oligonucledtido, o oligonucledsido), pueden llevarse a cabo la etapa de eliminar
un grupo protector y la etapa de sustituir con un grupo atémico (colorante) que tiene fluorescencia antes de la
polimerizacion (sintesis de acido nucleico) o pueden llevarse a cabo después de ello. Por ejemplo, desde el
punto de vista de la prevencion de que se dafie una porcion de colorante en el proceso de sintesis, es preferible
que se introduzca un grupo atémico (colorante) que tiene fluorescencia después de la polimerizacion (sintesis de
acido nucleico).

[0056] Tal y como se ha descrito anteriormente, el colorante no esta limitado especialmente y puede utilizarse
cualquier colorante. Por ejemplo, es preferible el colorante de cianina y particularmente preferible el naranja de
tiazol. El colorante de cianina tiene una estructura quimica en la cual, por ejemplo, se enlazan entre si dos
heterociclos que tienen heterodtomos con un enlazador de metino. Es posible sintetizar colorantes fluorescentes
con varias longitudes de onda de excitacion/emision mediante, por ejemplo, el cambio del tipo de los heterociclos
o la longitud del enlazador de metino, o introduciendo un sustituyente en los heterociclos. Ademas, también es
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relativamente facil la introduccion de un enlazador para la introduccién de ADN. El naranja de tiazol apenas emite
fluorescencia en el agua pero emite una fluorescencia intensa a través de una interaccién con ADN o ARN.
Posiblemente, se previene la interaccion entre las moléculas de colorante mediante una interaccién con un acido
nucleico y se previene la rotacion alrededor del enlazador de metino localizado entre los dos heterociclos de
moléculas de colorante, lo cual conduce a un incremento en la intensidad de la fluorescencia. Es bien conocido el
método de utilizacion de un colorante de naranja de tiazol. Puede utilizarse con referencia a, por ejemplo, H. S.
Rye, M. A. Quesada, K. Peck, R. A. Mathies y A. N. Glazer, High-sensitivity two-color detection of double-
stranded DNA with a confocal fluorescence gel scanner using ethidium homodimer and thiazole orange, Nucleic
Acids Res., 1991, 19, 327-33; y L. G. Lee, C. H. Chen y L. A. Chiu, Thiazole orange: a new dye for reticulocyte
analysis, Cytometry, 1986, 7, 508-17.

[0057] Tal y como se ha descrito anteriormente, el esqueleto basico del compuesto y el acido nucleico de la
presente invencion no esta especialmente limitado. Puede ser, por ejemplo, cualquier estructura de ADN, ADN
modificado, ARN, ARN modificado, LNA, y PNA (acido nucleico de péptido), u otra estructura. Es preferible como
esqueleto basico el ADN, el ADN modificado, el ARN, o el ARN modificado, ya que facilitan la sintesis y también
facilitan, por ejemplo, la sustitucion con un colorante (introduccién de una molécula de colorante). EI método de
introduccion de una molécula de colorante dentro de LNA o PNA no esta limitado especialmente y puede
utilizarse adecuadamente un método conocido. Especificamente, por ejemplo, puede hacerse referencia a
Analytical Biochemistry 2000, 281, 26-35. Svanvik, N., Westman, G., Wang, D., Kubista, M. (2000) Anal Biochem.
281, 26-35. Hrdlicka, P. J., Babu, B. R., Sorensen, M. D., Harrit, N., Wengel, J. (2005) J. Am. Chem. Soc. 127,
13293-13299.

[0058] Se conoce bien un método para sintetizar acido nucleico que tiene, como un esqueleto basico, ADN, ADN
modificado, ARN, o ARN modificado. Por ejemplo, pueden sintetizarse mediante un método denominado de
fosforamidita. El reactivo de fosforamidita para que sirva como un material de partida del mismo también puede
sintetizarse facilmente mediante un método conocido. Si el acido nucleico de la presente invencion es ADN, en
particular oligodesoxirribonucleétido corto, puede sintetizarse facilmente con, por ejemplo, un sintetizador de
ADN automatico. Ademas, también es posible sintetizar, por ejemplo, un acido nucleico de cadena larga (ADN)
mediante, por ejemplo, PCR. Tal y como se ha descrito anteriormente, la posicién en la que se unen el ADN y
una molécula de colorante entre si no esta especialmente limitada, pero, por ejemplo es especialmente preferible
la posicion 5 de timidina. Se sabe que el acido trifosforico de un derivado de nucledétido con varios sustituyentes
se extiende a partir de la posicion 5 de timidina para tener una eficiencia relativamente alta de introduccion
llevada a cabo con ADN polimerasa. Por consiguiente, puede sintetizarse facilmente un acido nucleico de la
presente invencion, por ejemplo no sélo cuando sea un oligodesoxirribonucleétido corto, sino también cuando es
un ADN de cadena larga.

[0059] Especialmente, una sonda fluorescente (sustancia marcadora) de la presente invencion, que es un ADN
de cadena sencilla, con, por ejemplo, naranja de tiazol utilizado en la misma tiene las siguientes ventajas, por
ejemplo: (1) puede prepararse simplemente proporcionando un colorante para ADN sintetizado con un
sintetizador de ADN automatizado, en un tampén de solucién, y es sintéticamente facil, y (2) también es posible
producir una sonda de fluorescencia de cadena larga mediante la reacciéon de un colorante con ADN de cadena
larga preparada enzimaticamente. Ademas, puede excitarse con luz que tiene una longitud de onda
relativamente larga aproximadamente, por ejemplo, 500 nm.

[Método y kit para la deteccion de acido nucleico]

[0060] EI método para detector un acido nucleico segun la presente invencién es tal como se ha descrito
anteriormente,

(I) un método de deteccion de un acido nucleico, que comprende las etapas de:

llevar a cabo una sintesis de acido nucleico utilizando, como sustrato, la sustancia marcadora segun la presente
invencion que es un mononucleétido marcado u oligonucledtido marcado, sintetizando asi un acido nucleico de
doble cadena al que esta unido el grupo atémico que muestra fluorescencia o la estructura molecular colorante
mediante una intercalacion o unioén en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;
y

detectar la sintesis de acido nucleico mediante la comparacion las intensidades de fluorescencia entre si que se
obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico de doble cadena,

(1) un método de deteccion de un acido nucleico, que comprende las etapas de: llevar a cabo la sintesis de acido
nucleico mediante la hibridacion, como un primer acido nucleico, la sustancia marcadora segun la presente
invencién que es un acido nucleico de cadena sencilla, a un segundo acido nucleico que tiene una secuencia
complementaria con el primer acido nucleico o una secuencia andloga a la secuencia complementaria,
sintetizando asi un acido nucleico de doble cadena al que esta unido el grupo atémico que muestra fluorescencia
o o la estructura molecular colorante mediante una intercalacién o unién en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;

y
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detectar la hibridacion entre el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico mediante la comparacioén las
intensidades de fluorescencia entre si que se obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico
de doble cadena,

(1) un método de deteccion de un acido nucleico, que comprende las etapas de: llevar a cabo la sintesis de
acido nucleico mediante la hibridacion, como un primer acido nucleico, la sustancia marcadora segun la presente
invencién que es un acido nucleico de cadena sencilla, a un segundo acido nucleico que tiene una secuencia
complementaria con el primer acido nucleico o una secuencia andloga a la secuencia complementaria,
sintetizando asi un acido nucleico de doble cadena al que esta unido el grupo atdémico que muestra fluorescencia
0 o la estructura molecular colorante mediante una intercalacion o union en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;
y

detectar la hibridacion entre el primer acido nucleico y el segundo &cido nucleico mediante la comparacién las
intensidades de fluorescencia entre si que se obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico
de doble cadena; o

(IV) un método de deteccion de un acido nucleico, que detecta la formacién de un acido nucleico de triple cadena
0 andlogo de &acido nucleico mediante la utilizacion de un tercer acido nucleico que tiene una secuencia del
primer acido nucleico mencionado anteriormente o el segundo acido nucleico, una secuencia complementaria a
la secuencia del primer acido nucleico o el segundo acido nucleico, o una secuencia analoga a la secuencia
complementaria, y estd marcada o no marcada con la sustancia marcadora segun la presente invencion o una
sustancia marcadora compleja.

Se prefiere que: (a) por lo menos dos moléculas colorantes estén unidas a una molécula base en el primer acido
nucleico a través de un enlazador; (b) por lo menos dos molécula colorantes estén unidas a una molécula base
en el primer &cido nucleico a través de por lo menos dos enlazadores; o (c) por lo menos dos moléculas
colorantes unidas a dos moléculas bases adyacentes en el primer acido nucleico a través de por lo menos un
enlazador.

[0061] La sintesis de acido nucleico se lleva a cabo preferiblemente mediante, por ejemplo, un método
enzimatico, pero se pueden utilizar también otros métodos. En los métodos mencionados anteriormente para
detectar el acido nucleico segun la presente invencion, se prefiere detectar un acido nucleico de cadena doble o
triple utilizando el compuesto de la presente invencién, donde z" y Z"? son cada uno un grupo atémico que
muestra fluorescencia y muestra un efecto de excitdn, un tautobmero o estereoisémero del mismo, o una sal del
mismo, o un acido nucleico marcado que tiene, en una parte del mismo, una estructura del acido nucleico de la
presente invencion.

[0062] A continuacion, un kit de la presente invencion incluye, tal como se ha descrito anteriormente: una unidad
de sintesis de acido nucleico; una sustancia marcadora y una unidad de medicién de intensidad de fluorescencia,
en el que la sustancia marcadora es la sustancia marcadora mencionada anteriormente de la presente invencion.
Es decir, dado que la sustancia marcadora del kit de la presente invencion es la sustancia marcadora de la
presente invencion, el kit puede detectar un acido nucleico con una sensibilidad elevada, por ejemplo. A
excepcion de esto, no existe una limitacién particular en el kit de la presente invencion. Por ejemplo, la unidad de
sintesis de acido nucleico no esta particularmente limitada y puede ser, por ejemplo, un sintetizador
automatizado de acidos nucleicos conocido o similar. La unidad de medicién de las intensidades de fluorescencia
tampoco esta particularmente limitada y puede ser, por ejemplo, un dispositivo de medicién de fluorescencia
conocido o similar.

[0063] EI kit de la presente invencion preferiblemente se utiliza en el método de deteccidon de un acido nucleico
de la presente invencion. Sin embargo, la utilizacion del mismo no se limita al mismo, y se puede utilizar para
cualquier aplicacién. El kit de la presente invencion se utiliza preferiblemente como kit para, por ejemplo,
estudios, uso clinico o diagnéstico.

[0064] A continuacion, se describira mas especificamente el método o kit de deteccién de acidos nucleicos de la
presente invenciéon. Cabe indicar que, sin embargo, el método o kit de deteccidén de acidos nucleicos de la
presente invencion no estan limitados, en ningiin modo, por la siguiente descripcion.

[0065] EI método de deteccidon de acido nucleico de la presente invencién utiliza la sustancia marcadora de la
presente invencién tal como se ha descrito anteriormente. En este caso, la sustancia marcada de la presente
invencién puede tener sélo un grupo atomico (colorante) que tiene fluorescencia por molécula, pero tiene
preferiblemente por lo menos dos grupos atdmicos (colorante) que tienen fluorescencia por molécula. Esto
permite, por ejemplo, que los grupos atémicos (colorante) que tienen fluorescencia tengan un efecto de exciton.
El efecto de excitén, por ejemplo, suprime la intensidad de fluorescencia en un estado de cadena sencilla y de
este modo permite la deteccion posterior de manera eficaz de una estructura de doble hélice. El “efecto de
excitéon” (acoplamiento de exciton) es un efecto en que, por ejemplo, se agregan en paralelo una pluralidad de
colorantes para formar un agregado H y, de este modo, apenas muestran emision de fluorescencia.
Posiblemente, este efecto se obtiene de la siguiente manera. Es decir, el estado de excitacion del colorante se
divide en dos niveles de energia mediante la separacion de Davydov, excitacion hasta el nivel de energia
superior y, a continuacion, tiene lugar la conversion interna en el nivel de energia inferior y, de este modo, la
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emision esta térmicamente prohibida. Sin embargo, estas descripciones no limitan, de ningin modo, la presente
invencion. La posible aparicién del efecto de excitdon se puede confirmar mediante la aparicion de la banda de
absorcion de los colorante que han formado el agregado H en una longitud de onda mas corta en comparacion
con la banda de absorcion de un unico colorante. Ejemplos de los colorante que incluyen dicho efecto incluyen
naranja de tiazol y un derivado del mismo, amarillo de oxazol y un derivado del mismo, cianina y un derivado del
mismo, hemicianina y un derivado del mismo, y rojo de metilo y un derivado del mismo tal como se ha descrito
anteriormente, asi como grupos colorantes referidos en general como colorante de cianina y colorantes azo.

[0066] Estos colorantes tienden a unirse a una doble cadena de ADN-ADN o una doble cadena de ADN-ARN
que forma una doble hélice o una doble cadena formada de ADN o ARN y un acido nucleico artificial, tal como
acido nucleico de fosfotioato, PNA (acido nucleico de péptido) o LNA (BNA) mediante intercalacion. Cuando una
pluralidad de dichos colorantes se ha introducido en una sonda, tiene lugar una fuerte desactivacion debido al
efecto de excitdon en un estado de cadena sencilla normal (es decir, en el estado en el que la sonda no se ha
hibridado aun), pero se rompe un agregado a través de la hibridacién con un ADN o ARN diana y, a continuacion,
los colorantes respectivos se intercalan en la doble cadena por separado. En este caso, no ocurre una
interaccion electrénica entre los colorantes y, por tanto, el efecto de excitén no tiene lugar, lo cual resulta en una
observacion de emision de fluorescencia intensa. La banda de absorcion de los colorantes en esta etapa es
idéntica a la de un colorante individual, lo cual indica que no tiene lugar un efecto de exciton entre los colorantes.
Ademas, cuando los colorantes se intercalan en una doble cadena, se cancela la torsion estructural inherente a
los colorantes, lo cual da lugar a una emision de fluorescencia adicional mas intensa.

[0067] Por consiguiente, por ejemplo, se disefia una sonda de manera que una pluralidad de colorantes permiten
obtener el efecto de excitén, de manera que es posible activar o desactivar la fluorescencia muy claramente a
través de la hibridacion de los mismos a una secuencia diana. El efecto de exciton no aparece a través de la
union de solo una molécula de colorante a una secuencia de sonda. Sin embargo, por las razones de que, por
ejemplo, la intercalacion del colorante causada por la formacion de una doble cadena aplana la estructura del
colorante, también es posible que se muestre una fluorescencia mas intensa que la mostrada en el estado de
cadena sencilla. Por otro lado, incluso en el caso en que por lo menos dos moléculas de colorante estén unidas,
cuando los respectivos colorantes estan separados por una distancia que no les permite mostrar una correlacion
electronica, el efecto de excitdon no tiene lugar. Es decir, a efectos de permitir que se muestre el efecto de
exciton, por lo menos dos moléculas del colorante deben unirse a una molécula de un acido nucleico o
compuesto de la presente invencion de manera que estan localizados en una distancia que les permite estar
suficientemente cerca. En otras palabras, cuando el compuesto o acido nucleico de la presente invencién se
utiliza como sonda de fluorescencia, es preferible que por lo menos dos moléculas de un colorante estén unidas
a un nucleoétido en la sonda o una molécula de colorante esté unida a cada uno de por lo menos dos nucleétidos
contiguos.

[0068] El método de deteccidon de acidos nucleicos de la presente invencidon se puede ilustrar conceptualmente
en referencia a la figura 1. La figura 1(A) (el diagrama izquierdo indicado con "No hibrido") muestra una sonda
desactivada por el efecto excitén y la figura 1(B) (el diagrama de la derecha indicado con "Hibrido") muestra una
sonda que forma una doble cadena para someterse a intercalacion y emite fluorescencia. En la figura 1, el
numero 1 indica un acido nucleico (sonda de fluorescencia) de la presente invencion, el niumero 2 indica un
grupo atémico (colorante) que muestra fluorescencia, el nimero 1’ indica una cadena complementaria al acido
nucleico (sonda de fluorescencia) 1, y el nimero 3 indica un acido nucleico de doble cadena formado de la sonda
1 y la cadena complementaria 1’. En la parte superior de la figura 1, se muestra un diagrama de transicion
electrénica. El término "permitida” indica una transicién permisible, mientras que el término "prohibida" indica una
transicion prohibida. El término "Emisién" indica que se puede emitir fluorescencia, y el término "sin emision”
indica que tedricamente no se puede emitir fluorescencia. Es decir, posiblemente, en el estado de cadena
sencilla (figura 1(A)), los colorantes 2 en el estado base se agregan para interaccionar entre si segun la teoria de
acoplamiento del exciton y el estado de excitacion del agregado de colorantes se divide en dos niveles de
energia, de manera que se suprime la emision. Dado que la emisién desde un nivel de energia bajo esta
tedricamente prohibida, el estado de excitacion de singlete del agregado permanece en un estado de emision
bajo. Por otro lado, probablemente, cuando la sonda se hibrida para formar una doble cadena (la figura 1(B)), los
colorantes 2 experimentan una intercalacion o unién en los surcos a un acido nucleico de doble cadena 3 y asi
se disuelve el acoplamiento del exciton de manera que se emite fluorescencia. La figura 1 es una vista
esquematica que conceptualmente muestra un ejemplo de un mecanismo de deteccion de un &cido nucleico
segun la presente invencion. La presente invencion no esta limitada por la figura 1 y la descripcion de la misma.
En el efecto de excitdn, la emision de fluorescencia se puede controlar mediante la regulacion de la distancia
entre dos colorantes. Cuando este sistema esta unido a ADN para discriminar una secuencia, se puede obtener
emision de fluorescencia selectiva de secuencia. En el método de deteccion de acido nucleico o kit de la
presente invencion, se puede detectar la hibridacion mediante, por ejemplo, la irradiacién de una muestra con luz
visible de la cara inferior de la misma e incluso visualizandolo se puede discriminar claramente. Ademas, en el
método de deteccion de acidos nucleicos o kit de la presente invencion, se puede observar la hibridacion en un
recipiente, tal como una cela fluorescente, una microplaca, un gel, un capilar o un tubo de plastico. Ademas, en
el método de deteccion de acidos nucleicos o kit de la presente invencion, por ejemplo, la hibridacién se puede
observar inmediatamente después de la mezcla con el acido nucleico diana.
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[0069] con la sustancia marcadora y el método de deteccion de acidos nucleicos o kit de la presente invencion,
es posible la deteccién por fluorescencia especifica de secuencia de un acido nucleico, por ejemplo, incluso en
un medio en el que el lavado es dificil, tal como en el caso de PCR a tiempo real o un medio intracelular. Mas
especificamente, son aplicables a los usos descritos en los siguientes puntos (1) a (7), por ejemplo. Debe
indicarse que, a partir de ahora, “la sonda de la presente invencion” se refiere a una sonda de fluorescencia que
es un tipo de sustancia marcadora de la presente invencion. Tal como se ha descrito anteriormente, el método de
deteccion de acidos nucleicos o kit de la presente invencion usan la sustancia marcadora de la presente
invencion. Los siguientes puntos (1) a (7) se indican unicamente con fines ilustrativos, y la sustancia marcadora y
el método de deteccion de acidos nucleicos o kit de la presente invencion no se limitan de ningin modo a las
descripciones en estos puntos.

[0070]
(1) La sonda de la presente invencion se puede utilizar en un ensayo homogéneo en fase liquida (utilizando, por
ejemplo, una microplaca de 96 pocillos o capilar).

(2) La sonda de la presente invencion se puede utilizar como una sonda de PCR. Se puede utilizar para la
deteccion de una curva de amplificacién en una reaccion de amplificacion del ADN (PCR a tiempo real) o un
método de bajo coste sustituido con el método de la sonda TagMan. Se puede utilizar como marcador principal o
una sonda marcada internamente.

(3) La sonda de la presente invencion se puede utilizar como sonda de atrapamiento o sonda marcada en un
chip de ADN. Este es un sistema de alto rendimiento que no requiere reactivo y el proceso de marcado y el
proceso de lavado no son necesarios. Con este sistema, se pueden evitar considerablemente los errores
humanos. Posibilita llevar a cabo analisis simultaneos multiples (alto rendimiento) en un material portador de
vidrio o fase sélida sustituido por el mismo (un material al que se pueden unir muchas especies, tales como un
sustrato fabricado de oro, ITO. o cobre, diamante o plastico).

(4) La sonda de la presente invencién se puede fijar a una esfera, fibra o hidrogel. Permite detectar un gen bajo
un medio semiliquido/semisélido. Aunque tiene un medio de medicién como un liquido, se puede transportar
como un soélido.

(5) La sonda de la presente invencion se puede utilizar como sonda para transferencias (por ejemplo,
transferencia Southern, transferencia Northern o transferencia de puntos). Con la utilizacion de las mismas, solo
se permite que un segmento génico diana emita luz y, de este modo, se detecte. Segun el método de la presente
invencion, el lavado no es necesario después de la operacion de hibridacion.

(6) La sonda de la presente invencion se puede utilizar como sonda para la deteccion y el rastreo de acido
nucleico intracelular. Esto permite que se realice el analisis espaciotemporal del ADN/ARN intracelular. Se puede
utilizar un microscopio de fluorescencia y un clasificador celular. Se puede utilizar para el marcaje de ADN, el
rastreo de la transcripcidn/empalme a ARN, y el analisis funcional de ARNi, por ejemplo. En el método de la
presente invencion, dado que el lavado no es necesario, es adecuado para rastrear una funcién de una célula
viva.

(7) La sonda de la presente invencion se puede utilizar como sonda para hibridacion fluorescente in situ (FISH).
El método de la presente invenciéon permite, por ejemplo, colorear un tejido. En el método de la presente
invencién, no se necesita lavado, lo cual reduce el error humano. Es decir, la sonda de la presente invencion
sirve como colorante fluorescente que no emite fluorescencia cuando no reconoce una biomolécula diana. Por lo
tanto, la utilizacion de la misma puede establecer una bioimagen que no requiere una etapa de lavado incomodo.
Esto conduce a una observacion de fluorescencia altamente fiable a tiempo real con menos trabajo

[0071] Los efectos de la sonda fluorescente (sustancia marcadora) de la presente invencién pueden incluir, por
ejemplo, las siguientes ventajas en comparacion con la sonda fluorescente desactivante de cadena sencilla
convencional (por ejemplo, una baliza molecular). Sin embargo, son sélo ejemplos y no limitan la presente
invencion.

(1) es facil de sintetizar cuando sélo se utiliza un tipo de colorante.

(2) es facil utilizar como una sonda de PCR cuando la sonda de ADN (sustancia marcadora) de la presente
invencion tiene un extremo libre.

(3) no es necesario formar una conformacién especial, tal como una estructura en orquilla y, por tanto, no son
necesarias secuencias que no estan asociadas con el reconocimiento de secuencias, tal como una secuencia
tallo (no se contienen ni secuencias no utiles ni secuencias limitadas)

(4) se pueden introducir colorantes fluorescentes en una pluralidad de sitios (sitios deseados) en la sonda.

(5) cuando por los menos dos estructuras de colorantes estan contenidos en una molécula, la relaciéon posicional
entre los colorantes esta limitada y de este modo la proporcién S/N (la relacién de la intensidad de fluorescencia
antes y después de la hibridacion) es elevada.
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[0072] La intensidad de fluorescencia de la sonda segun la presente invencion se puede cambiar de manera
eficaz mediante, por ejemplo, el control de la interaccién de excitdn en las partes de colorante unidas a la misma.
En la presente invencion, una estrategia que utiliza particularmente la interaccion de exciton posibilita obtener
una capacidad de desactivacion suficientemente elevada para servir como sonda on-off y, por ejemplo, tal como
se ha descrito anteriormente, una serie de ventajas que son claramente diferentes en comparacién con los
ensayos convencionales. El disefio de dichos nucledtidos de fluorescencia on-off es muy importante para el
establecimiento de un ensayo de bioimagen que no requiere lavado, por ejemplo. Las propiedades fotofisicas
que la sonda que utiliza el efecto exciton muestra no son sélo muy caracteristicas, sino también son adecuadas
para el disefio de una nueva sonda de ADN fluorescente para la secuenciaciéon de ADN (determinacion de la
secuencia), la busqueda del genotipo (analisis de genotipo), seguimiento de la transicion conformacional de ADN
y observacioén de la expresion génica.

[0073] Ademas, con la sonda (acido nucleico) de la presente invencién, cuando, por ejemplo, una secuencia de
acido nucleico diana se determina cuantitativamente, se puede detectar inmediatamente que tuvo lugar un
fendmeno, tal como la amplificacién, degradacion y unién a la proteina de la secuencia en cuestion y también se
pueden determinar cuantitativamente las cantidades de estos fendmenos. La siguiente descripcion esta dirigida a
dicha deteccion y determinacién cuantitativa, pero indica ejemplos y no limita la presente invencién. Es decir, en
primer lugar, la sonda (acido nucleico) de la presente invencion se hibrida con la secuencia de acido nucleico
diana en una cierta relacion de cantidad de sustancia y, de este modo, se forma una doble cadena. La cantidad
de sustancia de la doble cadena formada de este modo es directamente proporcional a la cantidad de sustancia
de la secuencia de acido nucleico diana. Por consiguiente, la medicién de la intensidad de fluorescencia de la
doble cadena permite que se detecte una secuencia de acido nucleico diana y se determine cuantitativamente la
cantidad de sustancia de la misma. En este caso, dado que se evita que la sonda (acido nucleico) de la presente
invencién emita fluorescencia, no se impide la medicion de la intensidad de la fluorescencia de la doble cadena vy,
de este modo, se puede medir correctamente.

Ejemplos

[0074] La presente invencidn se describe con mayor detalle a continuacion utilizando los siguientes ejemplos. Sin
embargo, la presente invencién no esta limitada por los siguientes ejemplos. En la descripcion siguiente, “ODN”
indica oligodesoxirribonucleétido (oligdmero de ADN).

[0075] Los reactivos y disolventes utilizados aqui estan disponibles comercialmente. ElI éster N-
hidroxisuccinimidilo de biotina utilizado aqui era el disponible de PIERCE. El gel de silice para purificar un
compuesto utilizado aqui fue el qel Wako C-200 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Se midieron los
espectros de RMN de H, 13C,y *1P con JNM-a400 (nombre comercial) disponible de JEOL (JOEL Ltd.). La
constante de acoplamiento (valor J) se indica en hertz (Hz). El desplazamiento quimico se indica en ppm. Se
utilizaron el dimetilsulfoxido (5=2,48 en RMN 'H, 5=39,5 en RMN 130) y metanol (5=3,30 en RMN 'H, 5=49,0 en
RMN 13C) para los patrones internos. Para la medicion del RMN ¥P, se utilizé HsPO, (6=0,00) como patron
externo. El espectro de mansas ES| se midié utilizando Bruker Daltonics APEC-II (nombre comercial) disponible
de Bruker Daltonics. El sintetizador de ADN automatizado utilizado aqui fue el sintetizador 392 DNA-RNA
(nombre comercial) disponible de Applied Biosystems. En la HPLC de fase inversa, la separacion se llevo a cabo
utilizando un Cromatégrafo Gilson, Modelo 305 (nombre comercial), un aparato disponible de Gilson, Inc. y la
columna preparativa CHEMCOBOND 5-ODS-H (nombre comercial; 10 x 150 mm) disponible de Chemco
Scientific Co., Ltd. Y la deteccion se llevé a cabo con un detector UV, Modelo 118 (nombre comercial) a una
longitud de onda de 260 nm. La masa del ADN se midi6 con MS MALDI-TOF. El MS MALDI-TOF utilizado aqui
fue PerSeptive Voyager Elite (nombre comercial) disponible de Applied Biosystems. La masa se midié a un
voltaje acelerante de 21 kV en un modo negativo, se utilizé 2’,3’,4’-trihidroxiacetofenona como matriz, y se
utilizaron T8 ([M.H]. 2370m61) y T17 ([M.H]. 5108,37) como patrones internos. Los espectros de UV y
fluorescencia se midieron utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-2550 (nombre comercial) y un
espectrofotometro de fluorescencia RF-5300PC (nombre comercial) disponible de Shimadzu Corporation,
respectivamente. El tiempo de vida de fluorescencia se midié con un sistema compacto de espectrofluorémetros
de tiempo de vida de alto rendimiento HORIBA JOBIN YVON FluoroCube (nombre comercial) equipado con
NanoLED-05A (nombre comercial) disponible de HORIBA, Ltd. El punto de fusién (Tf) de acido nucleico de doble
cadena se midié en una solucién de tampoén de fosfato de sodio 50 mM (pH=7,0) que contenia cloruro de sodio
100 mM, siendo la concentracion final de la doble cadena 2,5 uM. La absorbancia de la muestra se midié a una
longitud de onda de 260 nm, y se trazd en el intervalo de 10°C a 90°C mientras se calentaba a una velocidad de
0,5°C/min. A partir de las propiedades asi observadas, la temperatura a partir de la que ocurrié un primer cambio
se tomé como el punto de fusion Tf.

[0076] Las mediciones del espectro de absorcion, el espectro de fluorescencia y el espectro CD se llevaron a
cabo a una concentracion de cadena de 2,5 uM (cadena sencilla o doble cadena) en una soluciéon de tampon de
fosfato de sodio 50 mM (pH 7,0) que contenia cloruro de sodio 100 mM utilizando una celda de medicion con una
longitud de paso optico de 1 cm, amenos que se describa lo contrario. El ancho de banda de la excitaciéon y la
emisiéon de fluorescencia fue de 1,5 nm. El rendimiento cuantico de fluorescencia (®r) se calculé en base al
rendimiento cuantico ®=0,95 de 9,10-difenilantraceno en etanol, utilizando 9,10-difenilantraceno como sustancia
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de control. El area del espectro de emisidn se calculé mediante la integracion llevada a cabo utilizando software
de instrumentacion. El rendimiento cuantico (®Pr) se calculé mediante la siguiente formula (1):

Ore/Prr=lAs/Aw] % [(Abs)w/(Abs)@)x[ne2nw?l (1)

donde (Prs) es el rendimiento cuantico de fluorescencia de una muestra, (®rr) es el rendimiento cuantico de
fluorescencia de una sustancia de control (Referencia), Ais) es el area del espectro de fluorescencia de la
muestra, AR es el area del espectro de fluorescencia de la sustancia de control, (Abs)s) es la densidad o6ptica de
la solucion de muestra obtenida a una longitud de onda de excitacion, (Abs)r) es la densidad optica de la
solucion de sustancia de control obtenida a una longitud de onda de excitacion, ns) es el indice de refraccion de
la solucion de muestra, nr) es el indice de refraccion de la solucion de la sustancia de control, y el calculo se
llevé a cabo con n(s) =1,333 y nr) =1,383.

[Ejemplos 1 a 3]
[0077] Segun el siguiente esquema 1, se sintetizaron (produjeron) los compuestos 102 y 103 que incluyen dos

grupos amino activos protegidos con grupos trifluoroacetilo, respectivamente, y posteriormente se sintetizo
fosforamidita 104.

(Continua en pagina siguiente)
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Esquema 1 — Reactivo de reaccién y condiciones de reaccion:

(@) (i) N-hidroxisuccinimida, EDC/DMF, (ii) tris(2-aminoetil)-amina/CH3CN, (iii) CF3COOEt, Et:N; (b)
DMTrCl/piridina; (c) 2-cianoetil-N,N,N’,N’-tetraisopropilo fosforamidita, 1H-tetrazolo/CH3;CN.

[0078] El esquema 1 se describe a continuacién con mayor detalle.

[Ejemplo 1: Sintesis de 2-[2-[N,N-bis(2-trifluoroacetamidoetil)]-aminoetillcarbamoil-(E)-vinil)-2’-desoxiuridina
(Compuesto 102)]

[0079] EI material de partida (E)-5-(2-carboxivinil)-2’-desoxiuridina (Compuesto 101), se sintetizd segun
Tetrahedron 1987, 43, 20, 4601-4607. Es decir, en primer lugar se afiadieron 71 mL de 1,4-dioxano a 430 mg de
acetato de paladio (ll) (FW 224,51) y 1,05 g de ftrifenilfosfina (FW 262.29), y posteriormente se afiadié a los
mismos 7,1 mL de trietilamina (FW 101,19, d=0,726). Se calentd y agité a 70°C. Después de que la solucién de
reaccion cambi6 de marrén rojizo a marrén negruzco, se afadieron a la misma 14,2 g de 2’-desoxi-5-yodouridina
(FW 354,10) y 7,0 mL de acrilato de metilo (FW 86.09, d=0.956) que estaban suspendidos en 1,4-dioxano. Se
puso a reflujo con calor a 125°C durante una hora. A continuacion, se filtr6 mientras estaba aun caliente, el
residuo se lavo con metanol y, a continuacion, se recupero el filtrado. Después de evaporar el disolvente del
filtrado bajo presién reducida, el producto obtenido de esta manera se purificd con una columna de gel de silice
(5-10% metanol/diclorometano). El disolvente de la fraccion recogida se evaporo bajo presion reducida y el sélido
blanco residual se seco bajo presiéon reducida. Se afadieron aproximadamente 100 mL de agua ultrapura al
sélido secado y se anadieron 3,21 g de hidréxido de sodio (FW 40,00). Se agité a 25°C durante la noche. A
continuacién, se afnadié a la misma acido clorhidrico concentrado para acidificar la solucion. El precipitado
obtenido de este modo se filtrd, se lavd con agua ultrapura y a continuacion se secé a presion reducida. De este
modo, se obtuvieron 8,10 g (con un rendimiento del 68%) de compuesto objetivo (Compuesto 101) como un
polvo blanco. Se confirmé que el polvo blanco era el compuesto 101 objetivo ya que el valor de RMN 'H medido
concordaba con el valor de referencia. El valor de RMN "C medido se describe a continuacion.

[0080] (E)-5-(2-carboxivinil)-2'-desoxiuridina (Compuesto101): RMN "*C (DMSO-d6): 5168.1, 161.8, 149.3, 143.5,
137.5, 117.8, 108.4, 87.6, 84.8, 69.7, 60.8, 40.1.

[0081] A continuacion, se colocaron 1,20 g de (E)-5-(2-carboxi vinil)-2’-desoxiuridina 101 (con un peso molecular
de 298,25), 925 mg de N-hidroxisuccinimida (con un peso molecular de 115,09), y 1,54 g de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (con un peso molecular de 191,70) en un matraz de recuperacién que contenia
una barra de agitacion, y se afiadieron al mismo 20 mL de DMF que a continuacién se agité a 25°C durante 16
horas. Se afadié al mismo aproximadamente 1 mL de acido acético y se anadieron al mismo 300 mL de cloruro
de metileno y 100 mL de agua ultrapura, que a continuacion se agité vigorosamente. Se extrajo la fase acuosa y
se afadieron posteriormente 100 mL de agua ultrapura que a continuacion se lavé dos veces de la misma
manera. El precipitado producido de este modo se filtro, se lavd con cloruro de metileno y a continuacion se seco
bajo presién reducida. El disolvente se evaporé del filtrado, se afadié cloruro de metileno al precipitado
producido de este modo, y a continuacion se recupero el precipitado de la misma manera descrita anteriormente.
Los precipitados asi recuperados se recogieron y a continuacién se suspendieron en 80 mL de acetonitrilo. Se
agité vigorosamente. A continuacion, se afiadieron de una vez 3,0 mL de tris(2-aminoetil)amina (con un peso
molecular de 146,23, d=0,976), que a continuaciéon se agitaron a 25°C durante 10 minutos. A continuacion, se
afadieron 4,8 mL de trifluoroacetato de etilo (con un peso molecular de 142,08, d=1,194) y a continuacion se
anadieron a la misma 5,6 mL de trietilamina (con un peso molecular de 101,19, d=0,726), que a continuacion se
agité a 25°C durante tres horas. El disolvente se evapord y el producto asi obtenido se purificé con una columna
de gel de silice (5-10% MeOH/CH2Cl,). El disolvente se evaporo, el producto asi obtenido se disolviéo en una
pequefia cantidad de acetona, y a continuacion se afiadié éter. Como resultado, se produjo un precipitado
blanco. Este se filtré y a continuacién se lavé con éter. A continuacion, se secé bajo presién reducida. De sete
modo, se obtuvieron 884 mg (33,5%) de sustancia diana (Compuesto 102).

[0082] La misma sintesis descrita anteriormente se llevé a cabo a excepcién de ligeros cambios en las
cantidades de, por ejemplo, los materiales de partida y los disolventes utilizados, el tiempo de reaccion y las
etapas realizadas. Como resultado, el rendimiento mejord hasta un 37%. Es decir, se colocaron 597 mg (2,0
mmol) de (E)-5-(2-carboxi vinil)-2’-desoxiuridina 101 (con un peso molecular de 298,25), 460 mg (4,0 mmol) de
N-hidroxisuccinimida (con un peso molecular de 115,09), y 767 mg (4,0 mmol) de clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (con un peso molecular de 191,70) en un matraz de recuperaciéon con una barra
de agitacion. A continuacion, se afiadieron 5,0 mL de DMF, que se agit6é a 25°C durante tres horas. Se afiadieron
aproximadamente 0,5 mL de acido acético y se afiadieron a la misma 100 mL de cloruro de metileno y 100 mL de
agua ultrapura, que se agité vigorosamente. El precipitado asi producido se filtrd, se lavd con agua y a
continuacién se seco bajo presién reducida durante toda la noche. El residuo blanco resultante se suspendié en
50 mL de acetonitrilo, que a continuacion se agitoé vigorosamente. A continuacion, se afiadieron de golpe 3,0 mL
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(20 mmol) de tris(2-aminoetil)amina (con un peso molecular de 146,23, d=0,976), que a continuacién se agitd a
25°C durante 10 minutos. A continuacion, se afiadieron 4,8 mL de trifluoroacetato de etilo (con un peso molecular
de 142,08, d=1,194) y posteriormente se afiadieron 5,6 mL (40 mmol) de trietilamina (con un peso molecular de
101,19, d=0,726), que a continuacion se agité a 25°C durante 16 horas. El disolvente se evaporé y el producto
asi obtenido se purificd con una columna de gel de silice (5-10% MeOH/CH.Cl,). El disolvente se evapord, el
producto asi obtenido se disolvié en una pequefia cantidad de acetona, y a continuaciéon se afiadio éter. Como
resultado, se produjo precipitado blanco. Se filtré y a continuacion se lavé con éter. A continuacion, se seco bajo
presion reducida. De este modo, se obtuvieron 453 mg (37%) de sustancia objetivo (Compuesto 102) como un
polvo blanco. Los valores analiticos instrumentales del Compuesto 102 se indican a continuacion. Ademas, se
muestra un diagrama de espectro RMN Henla figura 2.

[0083] 2-[2-[N,N-bis(2-trifluoroacetamidoetil)]-aminoetillcarbamoil-(E) -vinil)-2’-desoxiuridina (Compuesto 102):
RMN'H(CDsOD): 88.35 (s,1H), 7.22 (d, J=15.6Hz, 1H), 7.04 (d, J=15.6Hz, 1H), 6.26 (t, J=6.6Hz, 1H), 4.44-4.41
(m, 1H), 3.96-3.94 (m, 1H), 3.84 (dd, J=12.2, 2.9Hz, 1H), 3.76 (dd, J=12.2, 3.4Hz, 1H), 3.37-3.30 (m, 6H), 2.72-
2.66 (m, 6H), 2.38-2.23 (m, 2H).RMN'*C(CDsOD): 5169.3, 163.7, 159.1 (q,J=36.4Hz), 151.2, 143.8, 134.3, 122.0,
117.5 (q,J=286Hz), 110.9, 89.1, 87.0, 71.9, 62.5, 54.4, 53.9, 41.7, 38.9, 38.7. HRMS (ESI) calculado para
C2oH29FsNsOs ([M+H]") 619,1951, hallado 619,1943.

[Ejemplo 2: Sintesis de 5-O-DMTr-(2-[2-[N,N-bis(2-trifluoroacetamidoetil)]-aminoetiljcarbamoilo-(E)-vinil)-2’-
desoxiuridina (Compuesto 103)]

[0084] EI grupo 5’-hidroxi del Compuesto 102 se protegié con un grupo DMTr. De este modo, se obtuvo el
compuesto 103. Es decir, en primer lugar, se colocaron 618 mg del Compuesto 102 (con un peso molecular de
618.48) y 373 mg de cloruro de 4,4-dimetoxitritilo (con un peso molecular de 338,83) en un matraz de
recuperacion que contenia una barra de agitacion. A continuacion, se afiadieron a la misma 10 mL de piridina,
que se agitdé a 25°C durante 16 horas. Se le afiadié una pequefia cantidad de agua, se evaporo el disolvente y el
producto asi obtenido se purificé con una columna de gel de silice (2-4% MeOH, 1% EtsN/CH>Cl,). Se evaporé el
disolvente de la fraccion que contiene el compuesto 103 objetivo. De este modo, se obtuvieron 735,2 mg (79,8%)
de sustancia objetivo (Compuesto 103). Los valores analiticos instrumentales del compuesto 103 se indican a
continuaciéon. Ademas, se muestra un diagrama del espectro de RMN'H en la figura 3.

[0085] 5’-O-DMTr(2-[2-[N,N-bis(2-trifluoroacetamidoetil)]-aminoetil] carbamoil-(E)-vinil)-2’-desoxiuridina
(Compuesto 103):

RMN'H (CD30D): 7.91 (s, 1H), 7.39-7.11 (m, 9H), 7.02 (d, J=15.6Hz, 1H), 6.93 (d, J=15.6Hz, 1H), 6.80-6.78 (m,
4H), 6.17 (t, J=6.6Hz, 1H), 4.38-4.35 (m, 1H), 4.06-4.04 (m, 1H), 3.68 (s, 6H), 3.32-3.22 (m, 8H), 2.66-2.55 (m,
6H), 2.40 (ddd, J=13.7, 5.9, 2.9Hz, 1H), 2.33-2.26 (m, 1H). RMN'C(CDs0D): 5168.9, 163.7, 160.1, 159.1 (q,
J=36.9Hz), 151.0, 146.1, 143.0, 137.0, 136.9, 134.1, 131.24, 131.16, 129.2, 128.9, 128.0, 122.5, 117.5 (q,
J=286.7Hz), 114.2, 110.9, 88.1, 87.9, 87.6, 72.6, 65.0, 55.7, 54.2, 53.9, 41.7, 38.9, 38.6. HRMS (ESI) calculado
para C43Ha7FgNsO1o ([M+H]") 921.3258, hallado 921.3265.

[Ejemplo 3: Sintesis de 5-O-DMTr-(2-[2-[N,N-bis(2-trifluoroacetamidoetil)]-aminoetillcarbamoil-(E)-vinil)-2’-
desoxiuridina, 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (Compuesto 104)]

[0086] En primer lugar, se dejo que 188 mg (0,20 mmol) del Compuesto 103 (con un peso molecular de 920,85)
formaran un azeétropo con CH3;CN, y se le afadieron 28,6 mg (0,40 mmol) de 1H-tetrazol (con un peso
molecular de 70,05). Se secé al vacio con una bomba de vacio durante la noche. A continuacion, se le afiadieron
5,1 mL de CHsCN y de este modo se disolvié el reactivo en el mismo, que se agité a continuaciéon. A
continuacion, se le afiadieron de golpe 194 uL (0,60 mmol) de 2-cianoetilN,N,N’,N’-tetraisopropilfosforamidita
(con un peso molecular de 301,41, d=0,949) que se agité a 25°C durante dos horas. Después de eso, se le
anadié una mezcla de 50 mL de acetato de etilo y 50 mL de bicarbonato de sodio saturado y se llevd a cabo la
separacion liquida. Después de lavar la fase organica asi obtenida con una solucion salina saturada, se sec6 con
sulfato de magnesio. El sulfato de magnesio se extrajo por filtracion y a continuacion se separo6 el disolvente. El
producto crudo obtenido mediante esta separacion liquida se dejé que formara una azedtropo con CH3CN. A
continuacion, asumiendo que el producto (Compuesto 104) se obtuvo con un rendimiento del 100%, se preparo
0,1 M de solucién CH3CN vy se utilizd para la sintesis de ADN. El hecho de que el compuesto 104 se habia
obtenido se confirmé a partir de RMN *'P (CDCls) y HRMS (ESI) del producto crudo. Los valores de los mismos
se indican a continuacion.

[0087] Compuesto 104:
RMN *'P (CDCl; 5149.686, 149.430; HRMS (ESI) calculado para CsoHssFsNO11P ([M+H]*) 1121,4336, hallado
1121,4342.

[0088] [Ejemplo 4: sintesis de oligémeros de ADN]
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[0089] La sintesis de oligodesoxiribonucledtido con un sintetizador automatizado de ADN utilizando el
Compuesto 104 se llevo a cabo mediante un método convencional de fosforamidita (DMTr OFF) en una escala
de 1 umol. De este modo, se sintetizd un oligdmero de ADN con una secuencia de 5-d(CGCAATXTAACGC)-3’
(13 unidades, la estructura de X es la misma que la de la férmula quimica 105) (SEQ ID NO. 1). La desproteccion
se llevd a cabo con amoniaco concentrado en agua (28% en masa) a 55°C durante 16 horas. Se volatilizé el
amoniaco con un speed vac, y el producto asi obtenido se pasoé a través de un filtro de 0,45 um. A continuacion,
se analiz6 el oligémero de ADN cortado a partir del mismo mediante HPLC de fase inversa y el pico que habia
aparecido después de aproximadamente 10,5 minutos se purific6 (CHEMCOBOND 5-ODS-H (nombre
comercial); 10 x 150 mm, 3 mL/min, tampdn 5-30% CH3CN/50 mM TEAA pH 7 (20 minutos), detectado a 260
nm). El peso molecular del producto asi purificado se midié con espectrometro de masas MALDI TOFF en su
modo negativo. Como resultado, se confirmé que el producto tenia el peso molecular (4102,8, que era un valor
calculado en base de Ci34H176N52076P12) esperado a partir de la secuencia de 5-d(CGCAATXTAACGC)-3’(13
unidades, la estructura de X es tal como se muestra en la férmula quimica 105) ([M-H]- valor medido: 4101,9,
valor calculado: 4101,8). La figura 4 muestra el espectro obtenido con el espectrémetro de masas MALDI TOF.

[0090] Ademas, se sintetizo 5’-d(CGCAATXTAACGC)-3’ (13 unidades, la estructura de X es tal como se muestra
en la formula quimica 105) de la misma manera que se ha descrito anteriormente a excepcion de que la
desproteccion se llevé a cabo con el amoniaco acuoso concentrado a 55°C durante 4 horas y posteriormente a
25°C durante 16 horas, la concentracion del tampon de TEAA (acetato de trietilamina) (pH 7) fue de 0,1 M en la
HPLC de fase inversa y el tiempo de desarrollo fue de por lo menos 30 minuto en la HPLC de fase inversa.
Ademas, el ADN (que contenia nucleétidos representados por la formula quimica 105) que se utiliz6 como
material de partida para cada ODN indicado en la tabla 1 se sintetizé de la misma manera.

[0091] A efectos de determinar la concentracién de cada ADN asi sintetizado, cada ADN purificado se digirié
completamente a 25°C durante 16 horas utilizando fosfatasa alcalina intestinal de ternero (50 U/mL),
fosfodiesterasa de veneno de serpiente (0,15 U/mL), y P1 nucleasa (50 U/mL). Los liquidos digeridos asi
obtenidos se analizaron mediante HPLC con una columna CHEMCOBOND 5-ODS-H (nombre comercial) (4,6 x
150 mm). En este analisis, se utilizd6 0,1 M TEAA (pH 7,0) como revelador y la velocidad de flujo fue de 1,0
mL/min. La concentracién del ADN sintetizado descrito anteriormente se determine en comparacién con el area
maxima de la solucion estandar que contenia dA, dC, dG, y dT, la concentraciéon de cada uno fue de 0,1 mM.
Ademas, el ADN sintetizado descrito anteriormente también se identific6 con un espectro de masas MALDI
TOFF. Los valores de la espectrometria de masas del mismo se indican a continuacién, donde [105] indica que el
nucleétido representados por la formula quimica 105 esta insertado en ese sitio.

[0092]

CGCAAT[105]TAACGC, calculado para C13sH177N52076P12 ([M+H]") 4103,8, hallado 4107,0;
TTTTTT[1O5]TTTTTT, calculado para CggH1s7N30Og0P12 ([M + H]*) 4077,8, hallado 4076,9;
TGAAGGGCTT[105]TGAACTCTG, calculado para CaosH2s5N770122P 19 ([M+H]") 6348,2, hallado 6348,7;
GCCTCCT[105]CAGCAAATCC[105]ACCGGCGTG, calculado para CassHazsN10sO160P27 (M+H]*) 8855,0, hallado
8854,8;
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CCTCCCAAG[105]GCTGGGAT[105]AAAGGCGTG, calculado para CagoHs76N1160168P27 ([M+H]") 8999,1, hallado
9002,2.

[0093] [Ejemplo 5: modificacion con biotina del oligémero de ADN que contiene nucleétido con dos grupos amino]
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[0094] EI oligdmero de ADN sintetizado 5’-d(CGCAATXTAACGC)-3’ (Compuesto 105, donde el Compuesto 105
se utilizd como X) se dejo reaccionar con éster de N-hidroxisuccinimidilo de biotina y de este modo dos grupos
amino se marcaron con dos biotinas (Esquema 3 mostrado anteriormente). Es decir, en primer lugar, se
mezclaron 30 pL de 5-d(CGCAATXTAACGC)-3' (Compuesto 105, con una concentracion de cadena de 320
uM), 10 uL de tampén NaCO3/NaHCOs (1 M, pH 9,0), y 60 uL de H>O. A continuacion, se le afiadieron 100 pL
de solucion en DMF de éster de N-hidroxisuccinimidilo de biotina (20 mM), que a continuaciéon se mezclo
correctamente. Se dejo reposar a 25°C durante 16 horas. A continuacion, se le afiadieron 800 pL de H»O, que se
pasaron a través de un filtro de 0,45 um. El maximo que apareci6 en HPLC de fase inversa después de
aproximadamente 14 minutos se purific6 (CHEMCOBOND 5-ODS-H 10 x 150 mm, 3 mL/min, 5-30% CH3CN/50
mM tampén TEAA (20 minutos), detectado a 260 nm). El producto obtenido mediante esta purificacion con HPLC
se midié con el espectrémetro de masas MALDI TOF en su modo negativo. Como resultado, el maximo se
observo a 4554,3. Este valor maximo concordaba con el valor calculado de [MH]-, 4554,4, determinado a partir
del peso molecular de 4555,4 (un valor calculado segun C1s4H204Ns56050P12S2) del producto objetivo 106 en que
dos moléculas de biotina reaccionaron con dos grupos amino. La figura 5 muestra el espectro obtenido con el
espectrémetro de masas MALDI TOF.

[0095] Utilizando este compuesto 106 (en un estado de cadena sencilla), se sintetizaron ADN y ARN de doble
cadena y la intensidad de fluorescencia obtenido en el estado de cadena sencilla se comparé con la obtenida en
el estado de doble cadena. Como resultado, se confirmé que la emision de fluorescencia de la sonda de ADN
fluorescente (Compuesto 106) estaba suprimida en el estado de cadena sencilla, mientras que se obtuvo una
emisién de fluorescencia intensa cuando se formé una doble hélice junto con un acido nucleico complementario.

[0096] En los ejemplos 6 a 13 descritos a continuacion, se sintetizaron derivados de naranjas de tiazol con
enlazadores de carboximetileno representados por las siguientes férmulas quimicas b y c. Se activaron como
éster de N-hidroxisuccinico y se dejaron reaccionar con oligémero de ADN (oligonucleétido) con grupos amino
activos. De este modo, se prepararon varios oligonucleétidos (sondas de ADN fluorescentes) que tienen
fluorescencia. Es decir, se produjeron varios oligonucleétidos (sondas de ADN fluorescentes) que eran diferentes
entre si en la longitud del enlazador de metileno extendido desde un colorante y en el enlazador con el grupo
amino extendido desde la posicion 5 de timidina. Como resultado, en cualquiera de las sondas de ADN
fluorescentes, era posible suprimir la emision de fluorescencia de la sonda de ADN de cadena sencilla
fluorescente y obtener emisidon de fluorescencia intensa cuando se formé una doble hélice junto con un acido
nucleico complementario. En las siguientes férmulas quimicas b y c, n indica la longitud del enlazador (el nimero
de atomos de union).
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[0097] [Ejemplo 6: Sintesis de compuesto que tiene, en una molécula, estructuras derivadas de naranja de tiazol

en dos lugares]

108

NH,
I\ =Y ,\/\/ﬁ\ I
o NroN I'(H
/“'\-,,_/N-\./\\ H  Colorante 109 H N M
W u% activado 5@ N I /g-
_O

[#]
s} tampdn, DMF

o-z—ou i
= 10
105 E,m DNA

Esquema 4

[0098] Tal como se muestra en el esquema 4, se sintetizd el oligdémero de ADN (oligonucleétido) 110 que tiene,
en una molécula, estructuras derivadas de naranja de tiazol en dos lugares. A continuacién se muestra una

descripcién mas especifica.

[0099] EI derivado de naranja de tiazol 107 se sintetizd tal como se indica a continuacién en el esquema 5 en

referencia a Organic Letters 2000, 6, 517-519.
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Esquema 5

(1) Sintesis de yoduro de N-metilquinolinio (Compuesto 111)

[0100] Se sintetiz6 yoduro de N-metilquinolinio (Compuesto 111) segun la descripcion en la referencia
mencionada anteriormente. Especificamente, se afiadieron 2,4 mL de quinolina y 4 mL de yoduro de metilo a 42
mL de dioxano anhidro, que se agité a 150°C durante una hora. A continuacion, se filtré y asi se recogié un
precipitado y a continuacién se lavé con éter y éter de petrdleo. Este se secd y de este modo se obtuvo el yoduro
de N-metilquinolinio (Compuesto 111).

(2) Sintesis de bromuro de 3-(4-carboxibutil)-2-metilbenzotiazolio (Compuesto 112)

[0101] En primer lugar, se agitaron 8 mL de 2-metilbenzotiazol (FW 149,21, d=1,173) y 9,4 g de acido 5-
bromovalérico (acido 5-bromopentanoico) (FW 181,03) a 110°C durante 16 horas. El producto crudo se enfrié
hasta temperatura ambiente y el sélido producido de este modo se suspendié en 20 mL de metanol y se le
afadieron posteriormente 40 mL de éter. El precipitado asi producido se filtré y a continuaciéon se lavé con
dioxano hasta que se eliminé el olor de 2-metilbenzotiazol. Este se lavé posteriormente con éter y a continuacion
se seco bajo presion reducida. De este modo, se obtuvieron 9,8 g de polvo blanco. A continuacién, se midio el
RMN'H de este polvo blanco. Como resultado, se observé que eras una mezcla de bromuro de 3-(4-carboxibutil)-
2-metilbenzotiazolio (Compuesto 112), que era la sustancia Diana cuya posicidon 2 se habia alquilado, y bromuro
de 3-(4-carboxibutil)-benzotiazolio cuya posicion 2 no se habia alquilado. La proporcion maxima de protdon no
alquilado: alquilado = 10 : 3. Este producto crudo se utilizé para la siguiente reaccion sin ser tratado
posteriormente.

(3) Sintesis de bromuro 1-metil-4-[{3-(4-carboxibutil)-2(3H) -benzotiazoliliden}metil]quinolinio (Compuesto 107)
[0102] En primer lugar, se agitaron 2,18 g de producto crudo que contenia bromuro de 3-(4-carboxibutil)-2-
metilbenzotiazolio (Compuesto 112) obtenido en (2) anterior y 700 mg de yoduro de N-metilquinolinio

(Compuesto 111) (FW 271,10) en 10 mL de cloruro de metileno a 25°C durante dos horas en presencia de 3,6
mL de trietilamina (FW 101,19, d=0,726). A continuacion, se le afadieron 50 mL de éter y el precipitado asi
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producido se filtro, lavé con éter y a continuacion se secé bajo presion reducida. El precipitado se suspendié en
50 mL de agua ultrapura, que se filtrd, se lavé con agua ultrapura, y a continuacion se secé bajo presion
reducida. Ademas, el precipitado se dispersé en 50 mL de acetonitrilo, que se filtrd, se lavé con acetonitrilo y a
continuacion se secé bajo presion reducida. De este modo, se obtuvieron 307,5 mg de polvo rojo (con un
rendimiento del 25,3%). Este polvo rojo se confirmo que era la sustancia objetivo (Compuesto 107) mediante la
comparacioén en el espectro RMN'H con el valor de referencia.

[0103] Ademas, también fue posible sintetizar bromuro de 3-(4-carboxibutil)-2-metilbenzotiazolio (Compuesto
112) y bromuro de 1-metil-4-[{3-(4-carboxibutil)-2(3H)-benzotiazoliliden}metil]quinolinio (Compuesto 107) de la
siguiente manera. Es decir, en primer lugar, se agitaron 11,7 mL (92 mmol) de 2-metilbenzotiazol (FW 149,21,
d=1,173) y 13,7 g (76 mmol) de acido 5-bromovalérico (acido 5-bromopentanoico) (FW 181,03) a 150°C durante
una hora. El producto crudo se enfrié hasta temperatura ambiente y el sélido asi producido se suspendié en 50
mL de metanol. Posteriormente se le afiadieron 200 mL de éter. El precipitado asi producido se filtrd, se lavé con
éter y a continuacion se seco bajo presion reducida. De este modo, se obtuvieron 19,2 g de polvo violeta claro.
Este polvo era una mezcla de un compuesto 112 objetivo (bromuro de 3-(4-carboxibutil)-2-metilbenzotiazolio) y
bromuro de 2-metilbenzotiazolio. Esta mezcla se sometié a la medicion de RMN'H (en DMSO-d6) y se calculo
que el rendimiento del compuesto 112 objetivo era de 9,82 g (14 mmol, 32%) a partir de la proporcion de area
maxima entre el maximo a 8,5 ppm (derivado del compuesto objetivo 112) y el maximo a 8,0 ppm (derivado de
bromuro de 2-metilbenzotiazolio). Esta mezcla (producto crudo) se utilizé para la siguiente reacciéon sin ser
purificado. De la misma manera descrita anteriormente a excepcién de que el acido 5-bromovalérico (acido 5-
bromopentanoico) se sustituyd por acido 4-bromobutirico (acido 4-bromobutanoico), se sintetiz6 bromuro de 3-(4-
carboxipropil)-2-metilbenzotiazolio con un enlazador (una cadena de polimetileno unida a un grupo carboxilo) que
tenia un nimero de carbonos n de 3, que se obtuvo con un rendimiento de 4%. Ademas, de la misma manera
descrita anteriormente a excepcion de que el acido 5-bromovalérico (acido 5-bromopentanoico) se sustituyd por
acido 6-bromohexanoico, se sintetizd bromuro de 3-(4-carboxipentil)-2-metilbenzotiazolio con un enlazador (una
cadena de polimetileno unida a un grupo carboxilo) que tenia un nimero de carbonos n de 5, que se obtuvo con
un rendimiento de 35%. Ademas, de la misma manera descrita anteriormente a excepcion de que el acido 5-
bromovalérico (acido 5-bromopentanoico) se sustituyé por acido 7-bromohexanoico, se sintetizé6 bromuro de 3-(4-
carboxipropil)-2-metilbenzotiazolio con un enlazador (una cadena de polimetileno unida a un grupo carboxilo) que
tenia un nimero de carbonos n de 6, que se obtuvo con un rendimiento de 22%

[0104] A continuacion, se afiadieron 1,36 g (5,0 mmol) de yoduro de N-metilquinolinio (Compuesto 111) (FW
271.10), 7,0 mL (50 mmol) de trietilamina (FW 101,19, d=0,726), y 100 mL de cloruro de metileno a 3,24 g de
mezcla (producto crudo) que contenia el Compuesto 112 (bromuro de 3-(4-carboxibutil)-2-metilbenzotiazolio) y
bromuro de 2-metilbenzotiazolio. Como resultado, se obtuvo una solucion transparente. Esta solucidn se agit6 a
25°C durante 16 horas. A continuacién, el disolvente se evaporé bajo presion reducida. A continuacion, se afadio
acetona (200 mL) al residuo y el precipitado asi obtenido se filtro, a continuacién se lavé con acetona. El residuo
asi obtenido se secd bajo presion reducida y el residuo rojo obtenido después de secar se lavé con agua
destilada (50 mL). Este posteriormente se filtrd, que se lavé con agua destilada y, a continuacién, se secé bajo
presion reducida. De este modo, se obtuvo una sustancia objetivo (Compuesto 107) como un polvo rojo (654 mg,
1,39 mmol, 28%). Este polvo rojo se confirmé que era la sustancia objetivo (Compuesto 1072 mediante la
comparacion en el espectro RMN'H con el valor de referencia. Los valores maximos de RMN'H y RMN™C
(DMSO-d6) y los valores medidos de HRMS (ESI) se indican a continuacion. Ademas, la figura 6 muestra el
espectro RMN'H (DMSO-d6) del Compuesto 107.

[0105] Compuesto 107: RMN'H (DMSO-d6): & 8.74 (d, J=8.3Hz, 1H), 8.51 (d, J=7.3Hz. 1H). 7.94-7.89 (m, 3H),
7.74-7.70 (m, 1H), 7.65 (d, J=8.3Hz, 1H), 7.55-7.51 (m. 1H), 7.36-7.32 (m, 1H), 7.21 (d, J=7.3Hz, 1H), 6.83 (s,
1H), 4.47 (t, J=7.1Hz, 2H), 4.07 (s, 3H), 2.22 (t, J=6.6Hz, 1H), 1.77-1.63 (m, 4H); RMN'*C (DMSO-d6, 60°C) &
174.6, 158.8, 148.4, 144.5, 139.5, 137.6, 132.7, 127.9, 126.8, 125.5, 124.1, 123.7, 123.6, 122.4, 117.5, 112.6,
107.6, 87.4, 45.6, 42.0, 35.5, 26.2, 22.3; HRMS (ESI) calculado para CasH2sN202S ([M.Br]*) 391,1480, hallado
391,1475.

[0106] Se sintetizo el bromuro de 4-((3-(3-carboxipropil)benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)metil)-1-metilquinolinio con un
enlazador (una cadena de polimetileno unida a un grupo carboxilo) que tenia un nimero de carbonos n de 3 a
partir de la mezcla de bromuro de 3-(4-carboxipropil)-2-metilbenzotiazolio y bromuro de 2-metilbenzotiazolio por
el mismo método utilizado para el compuesto 107, que se obtuvo con un rendimiento del 43%. Los valores
analiticos instrumentales se indican a continuacion.

[0107] Bromuro de 4-((3-(3-carboxipropil)benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)metil)-1-metilquinolinio:

RMN'H (DMSO-d6) & 8.85 (d, J=8.3Hz, 1H), 8.59 (d, J=7.3Hz, 1H), 8.02.7.93 (m, 3H), 7.78.7.70 (m, 2H),
7.61.7.57 (m, 1H), 7.42.7.38 (m, 1H), 7.31 (d, J=6.8Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 4.47 (t, J=8.1Hz, 2H), 4.13 (s, 3H),
2.52.2.48 (m, 2H), 1.99.1.92 (m, 2H); RMN"™°C (DMSO-d6, 60°C) 5 174.3, 158.9, 148.6, 144.5, 139.5, 137.7,
132.7, 127.9, 126.7, 125.6, 124.1, 124.0, 123.7, 122.5, 117.5, 112.5, 107.6, 87.7, 45.6, 42.0, 31.6, 22.4; HRMS
(ES!) calculado para CzH21N20,S ([M.Br]*) 377,1324, hallado 377,1316.
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[0108] Ademas, se sintetizo el bromuro de 4-((3-(3-carboxipentil)benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)metil)-1-
metilquinolinio con un enlazador (una cadena de polimetileno unida a un grupo carboxilo) que tenia un ndmero
de carbonos n de 5 a partir de la mezcla de bromuro de 3-(4-carboxipentil)-2-metilbenzotiazolio y bromuro de 2-
metilbenzotiazolio por el mismo método utilizado para el compuesto 107, que se obtuvo con un rendimiento del
26%. Los valores analiticos instrumentales se indican a continuacion.

[0109] Bromuro de 4-((3-(3-carboxipentil)benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)metil)-1-metilquinolinio:

RMN'H (DMSO-d6) & 8.70 (d, J=8.3Hz, 1H), 8.61 (d, J=6.8Hz, 1H), 8.05.8.00 (m, 3H), 7.80.7.73 (m, 2H),
7.60,7.56 (m, 1H), 7.41.7.35 (m, 2H), 6.89 gs, 1H), 4.59 (t, J=7.3Hz, 2H), 4.16 (s, 3H), 2.19 (t, J=7.3Hz, 1H),
1.82,1.75 (m, 2H), 1.62.1.43 (m, 4H); RMN'*C (DMSO-d6, 60°C) 5 174.5, 159.0, 148.6, 144.7, 139.7, 137.8,
132.9, 127.9, 126.9, 125.2, 124.2, 123.8, 123.6, 122.6, 117.8, 112.6, 107.7, 87.4, 45.6, 42.1, 36.0, 26.3, 25.9,
24.9; HRMS (ESI) calculado para C24H2sN20,S ([M.Br]*) 405.1637, hallado 405.1632.

[0110] Ademas, se sintetizé el bromuro de 4-((3-(3-carboxihexil)benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)metil)-1-metilquinolinio
con un enlazador (una cadena de polimetileno unida a un grupo carboxilo) que tenia un numero de carbonos n
de 6 a partir de la mezcla de bromuro de 3-(4-carboxihexil)-2-metilbenzotiazolio y bromuro de 2-
metilbenzotiazolio por el mismo método utilizado para el compuesto 107, que se obtuvo con un rendimiento del
22%. Los valores analiticos instrumentales se indican a continuacion.

[0111] Bromuro de 4-((3-(3-carboxihexil)benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)metil)-1-metilquinolinio:

RMN'H (DMSO-d6) & 8.72 (d, J=8.3Hz, 1H), 8.62 (d, J=6.8Hz, 1H), 8.07.8.01 (m, 3H), 7.81.7.75 (m, 2H),
7.62,7.58 (m, 1H), 7.42.7.38 (m, 2H), 6.92 (s, 1H), 4.61 (t, J=7.3Hz, 2H), 4.17 (s, 3H), 2.18 (t, J=7.3Hz, 1H),
1.82,1.75 (m, 2H), 1.51.1.32 (m, 6H); 13NMR (DMSO-d6, 60°C) & 174.0, 159.1, 148.6, 144.7, 139.8, 137.8,
132.9, 127.9, 126.8, 125.0, 124.2, 123.8, 123.6, 122.6, 118.0, 112.7, 107.8, 87.4, 45.5, 42.1, 33.4, 27.9, 26 .4,
25.5, 24.1; HRMS (ESI) calculado para CasH27N202S ([M.Br]*) 419,1793, hallado 419,1788.

(4) Sintesis del éster de N-hidroxisuccinimidilo 109

[0112] Se agitaron 94 mg (20 umol) de bromuro de 1-metil-4-[{3-(4-carboxibutil)-2(3H)-
benzotiazoliden}metillquinolinio (Compuesto 107) (FW 471,41), 4,6 mg (40 pmol) de N-hidroxisuccinimida
(Compuesto 108) (FW 115,09), y 7,6 mg (40 umol) de EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida) (FW 191,70) en 1 mL de DMF a 25°C durante 16 horas. De este modo, se obtuvo el éster de N-
hidroxisuccinimidilo (Compuesto 109), en que el grupo carboxilo de un colorante (Compuesto 107) se habia
activado. Este producto de reaccion no se purifico y la solucion de reaccion (20 mM de un colorante) se utilizd
para la reaccion con ADN oligomérico (oligonucleétido) 105 sin ser tratado adicionalmente.

[0113] Ademas, se sintetiz6 el bromuro de 4-((3-(4-(succinimidiloxi)-4-oxobutil)benzo[d] tiazol-2(3H)-iliden)metil)-
1-metilquinolinio con un enlazador (una cadena de polimetileno) que tenia un nimero de carbonos n de 3
mediante el mismo método utilizado para el Compuesto 109 a excepcion de usar un compuesto con un enlazador
(una cadena de polimetileno) que tenia un nimero de carbonos diferente en lugar del Compuesto 107 como
material de partida. Ademas, se sintetizaron de la misma manera el bromuro de 4-((3-(4-(succinimidiloxi)-4-
oxohexil)benzol[d] tiazol-2(3H)-iliden)metil)-1-metilquinolinio con un enlazador (una cadena de polimetileno) que
tenia un numero de carbonos n de 5 y el bromuro de 4-((3-(4-(succinimidiloxi)-4-oxoheptil)benzo[d] tiazol-2(3H)-
iliden)metil)-1-metilquinolinio con un enlazador (una cadena de polimetileno) que tenia un nimero de carbonos n
de 6.

(5) Sintesis de oligémero de ADN (oligonucleétido 110) modificado con 2 moléculas de naranja de tiazol

[0114] Se sintetizoé un oligémero de ADN (oligonucleétido) 105 que tenia dos grupos amino activos mediante un
método convencional con un sintetizador automatizado de ADN de la misma manera que en el ejemplo 4. La
secuencia del compuesto 105 utilizada aqui fue la misma que la utilizada en el ejemplo 4, especificamente, 5’-
d(CGCAATXTAACGC)-3’ (X era el compuesto 105). A continuacion, este oligémero de ADN (oligonucle6tido)105
se hizo reaccionar con éster de N-hidroxisuccinimidilo (Compuesto 109) y de este modo se sintentizé un
oligémero de ADN (oligonucledtido) 100 que tenia, en una molécula, estructuras derivadas de naranja de tiazol
en dos puntos. Es decir, en primer lugar, se mezclaron 30 uL de 5-d(CGCAATXTAACGC)-3' (Compuesto 105,
con una concentracion de cadena de 320 uM), 10 uL de tampoén de Na,CO3/NaHCO3; (1 M, pH 9,0), y 60 uL de
H2O. A continuacion, se le afadieron 100 uL de solucién de DMF (20 mM) de éster de N-hidroxisuccinimidilo
(Compuesto 109) y se mezclaron. Se dej6é en reposo a 25°C durante 16 horas. A continuacion, se le afiadieron
800 uL de H,O que a continuacién se paso por un filtro de 0,45 um. El pico que aparecié después de
aproximadamente 14,5 minutos en HPLC de fase inversa se purific6 (CHEMCOBOND 5-ODS-H (nombre
comercial); 10 x 150 mm, 3 mL/min, tampoén 5-30% CH3CN/50 mM TEAA (20 minutos), detectado a 260 nm). La
figura 7 muestra el diagrama de la HPLC de fase inversa. La fraccion indicada con el pico marcado con una
flecha se fracciond y purificé. El producto asi obtenido mediante purificacion HPLC se midié con un

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 385268 T3

espectrometro de masas MALDI TOFF en su modo negativo. Como resultado, se observo un pico a 4848,8 y se
confirmé que era el oligémero de ADN (oligonucleétido) 110. La figura 8 muestra el espectro de masas MALDI
TOFF del oligdbmero de ADN (oligonucleétido) 110. En la figura 8 la flecha indica el pico de masa (4848,8)
derivado del producto purificado. Este valor de pico concordaba con un valor calculado de 4848,8 de [M2+-3H+]-
en que se extrajeron tres protones de una molécula M(C1goH220N56078P12S2) de oligdbmero de ADN
(oligonucledtido) 110 que tenia dos cargas positivas. Los picos localizados en las partes izquierda y derecha de
la misma derivan de la unidad T8 y la unidad T18 de ADN que se afiadieron como sustancias patron.

[Ejemplo 7: Utilizacion de oligémero de ADN (oligonucleétido) 110 como sonda fluorescente]

[0115] Se desald y purificé oligomero de ADN (oligonucledtido) 100 (ADN con dos moléculas de colorante)
purificado en el ejemplo 6. A continuacion, se preparé una solucién acuosa del mismo y se determind la
concentracion de la misma segun la absorcién UV (X se aproximé mediante T). A continuacion, se llevé a cabo la
medicién de UV con respecto a la sonda de fluorescencia (oligémero de ADN 110) bajo condiciones que incluyen
una concentracion de cadena de 2,5 uM, tampdén de acido fosférico 50 mM (pH 7,0) y NaCl 100 mM estando la
sonda de fluorescencia en un estado de cadena sencilla, un estado de doble hélice ADN-ADN, y un estado de
doble hélice ADN-ARN. La figura 9 muestra los espectros de estas tres muestras, En la figura 9, la linea de
puntos muestra el espectro obtenido cuando la sonda de fluorescencia estaba en un estado de cadena sencilla,
la linea gruesa muestra el espectro obtenido cuando la sonda de fluorescencia estaba en el estado de doble
hélice ADN-ADN vy la linea delgada muestra el espectro obtenido cuando la sonda de fluorescencia estaba en el
estado de doble hélice ADN-ARN. Tal como se muestra en la figura 9, la longitud de onda maxima de absorcion
UV alrededor de 500 nm se movié cuando se formaron las dobles hélices. En la figura 9 y cada dos espectros de
absorcion UV, el eje horizontal indica la longitud de onda (nm) y el eje vertical indica la absorbancia.

[0116] A continuacidn, la sonda de fluorescencia se excité con luz de excitaciéon (ancho de banda: 1,5 nm) con
una longitud de onda de 488 nm bajo las mismas condiciones que incluyen una concentracion de cadena de 2,5
uM, tampodn de acido fosférico 50 mM (pH 7,0) y NaCl 100 mM. A continuacion, se llevo a cabo la medicién de la
fluorescencia. La figura 10 muestra espectros de tres muestras de la sonda de fluorescencia en un estado de
cadena sencilla (linea de puntos), un estado de doble hélice ADN-ADN (linea gruesa), y un estado de doble
hélice de ADNA-aRN (linea delgada), respectivamente. Tal como se muestra en la figura 10, cuando se compara
con la intensidad de fluorescencia de la sonda de fluorescencia de cadena sencilla obtenida a 530 nm, la
intensidad de fluorescencia aumentd 15 veces en el caso de la doble hélice de ADN-ADN y 22 veces en el caso
de la doble hélice de ADN-ARN. En la figura 10 y cada dos espectros de emisién de fluorescencia y en los
espectros de excitacion, el eje horizontal indica la longitud de onda (nm) y el eje vertical indica la intensidad de
emision.

[0117] Ademas, se obtuvieron los mismos resultados cuando se utilizé una luz de excitacion con una longitud de
onda de 510 nm en lugar de la luz de excitacién con una longitud de onda de 488 nm. La figura 1 muestra los
espectros de los mismos.

[Ejemplo 8: Sintesis de compuestos con enlazadores que tienen longitudes cambiadas de manera variable y
utilizacién de los mismos como sonda de fluorescencial

[0118] Los compuestos (oligémeros de ADN) representados por la formula quimica 113 mostrada a continuacion
se sintetizaron cambiando de manera variable las longitudes n de enlazadores. Los compuestos se sintetizaron
de la misma manera que en los ejemplos 1 a 4 y 6, a excepcion de que los compuestos se prepararon en que
cada uno de los cuales el nimero de carbonos (longitud de cadena) del acido 5-bromovalérico (acido 5-
bromopentanoico) utilizado como material de partida se cambié segun la longitud del enlazador. En este ejemplo,
la secuencia del compuesto 113 fue de 5-d(CGCAATXTAACGC)-3’ (X era el punto en el que se introdujo un
colorante). Ademas, se utiliz6 cada compuesto como sonda de fluorescencia de la misma manera que en el
ejemplo 7 y el rendimiento del mismo se evalu6 a través de la medicion de la fluorescencia. Como resultado, se
demostré6 que cuando la sonda se hibrida con un acido nucleico diana, la fluorescencia se incremento
aproximadamente 10 veces 0 mas que la de una sonda de cadena sencilla, siempre que el enlazador tenia una
longitud en el intervalo indicado a continuacion. Ademas, la doble cadena formada de la sonda y el acido
nucleico diana mostraron una estabilidad térmica superior que la de una doble cadena con una secuencia nativa.
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113
Tabla 1
Amax (nm) de | Amax (nm) de | Rendimiento Proporcion Tf(°C)
UVy fluorescencia cuantico ¢r dela
coeficiente de intensidad de
absorcion fluorescencia
las/lss entre la
cadena doble
y la cadena
sencilla
n=3 Sonda de 480(117000) 537 0,0193 - Ninguna
cadena 510(93800)
sencilla
Sonda de 505(145000) 529 0,137 71 66
cadena doble
de ADN
Sonda de 506(139000) 529 0,161 8,3 54
cadena doble
de ARN
n=4 Sonda de 479(156000) 537 0,0105 - Ninguna
cadena 509(104000)
sencilla
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Sonda de 509(179000) 529 0,110 10,5 65
cadena doble
de ADN

Sonda de 509(171000) 529 0,116 11,0 52
cadena doble
de ARN

n=5 Sonda de 480(139000) 538 0,0131 - Ninguna
cadena 510(107000)
sencilla

Sonda de 508(172000) 529 0,123 9,4 67
cadena doble
de ADN

Sonda de 508(162000) 529 0,126 9,6 51
cadena doble
de ARN

n=6 Sonda de 479(139000) 536 0,0122 - Ninguna
cadena 509(93300)
sencilla

Sonda de 509(164000) 528 0,122 10,0 65
cadena doble
de ADN

Sonda de 511(162000) 530 0,129 10,6 52
cadena doble
de ARN

5’-d(CGCAATTTAACGC)-3'/5-d(GCGTTAAATTGCG)-3’ Tf(°C) 58
5’-d(CGCAATTTAACGC)-3/5’-r(GCGUUAAAUUGCG)-3’ Tf(°C) 46

Condiciones de medicion: sonda 2,5 uM (Compuesto 113), tampdn de acido fosférico 50 mM (pH 7,0), NaCl 100
mM, cadena complementaria 2,5 pM. La longitud de onda maxima de fluorescencia fue el valor obtenido cuando
la excitaciéon se llevé a cabo con una luz que tenia una longitud de onda de 488 nm (1,5 nm de ancho). El
rendimiento cuantico se calculdé con 9,10-difenilantraceno como sustancia de referencia.

[0119] La figura 12 muestra los espectros de absorcion obtenidos con la longitud de enlazador n siendo 4 en el
ejemplo 8. La linea de puntos muestra el espectro de la cadena sencilla, la linea continua muestra el espectro de
la cadena de ADN-ADN vy la linea en puntos y rayas muestra el espectro de la cadena de ADN-ARN. Cuando se
presta atencion a la absorcion que aparecia entre 400 y 600 nm, la banda de absorcién obtenida en el estado de
cadena sencilla aparecia en la parte de longitud de onda mas corta en comparacion con la banda de absorcion
obtenida después de la hibridacion. Esto indica claramente la formacion de un agregado H del dimero de
colorante en el estado de cadena sencilla.

[0120] La figura 13 muestra los espectros de emisién y de excitaciéon obtenidos con una longitud de enlazador n
de 4 en el ejemplo 8. En la figura 13, las curvas localizadas en la parte izquierda (la parte de longitud de onda
mas corta) indican los espectros de excitacion, mientras que las curvas localizadas en la parte derecha (la parte
de la longitud de onda mas larga) indican los espectros de emision de fluorescencia. En la figura 13, la longitud
de onda de la emision de fluorescencia de referencia (Amax de fluorescencia) con respecto a los espectros de
excitacion y la longitud de onda de excitacion con respecto a los espectros de emision de fluorescencia se
indican en paréntesis en la nota explicativa. Tanto en los espectros de excitacion como en los espectros de
emisiéon de fluorescencia, la cadena sencilla mostraba la intensidad de emisién mas baja, la cadena de ADN-
ADN mostraba una intensidad de emision mas elevada que la de la cadena sencilla, y la cadena de ADN-ARN
mostraba la intensidad de emisién mas elevada. A partir de los espectros de excitacion, se demostré que la
absorcion asociada con la emisién de fluorescencia era solo aquella en la banda de absorcién en la parte de la
longitud de onda mas larga mostrada en a figura 12 y la absorcién en la parte de la longitud de onda mas corta
no estaba asociada con la emision de fluorescencia. Es decir, se indica claramente que la emisiéon de
fluorescencia estaba suprimida por el efecto de exciton. Por consiguiente, la emision de fluorescencia era intensa
después de la hibridacion, mientras que era muy débil en el estado de cadena sencilla. Esto permite que los
estados antes y después de la hibridacién se diferencien claramente ente si.

[Ejemplo 9]

[0121] Se sintetizaron compuestos (oligémeros de ADN) representados por la férmula quimica 14 siguiente, cada
uno de los cuales contenia, en una molécula, una estructura de colorante sola, cambiando las longitudes n de
enlazador de manera variable. Los compuestos se sintetizaron de la misma manera que en los ejemplos 1 a4y
6, a excepcion de que los compuestos se prepararon en que cada uno el niumero de carbonos (longitud de
cadena) del acido 5-bromovalérico (acido 5-bromopentanoico) como material de partida se cambi6é segun la
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sintesis del compuesto 102. Los compuestos con nigual a 3, 4, 5, y 6 se sintetizaron de la misma manera.

[0122] Mas especificamente, la sintesis se llevé a cabo segun el siguiente esquema. El siguiente esquema
muestra el caso en el que n = 4, pero la sintesis se llevé a cabo de la misma manera incluso cuando n era otro

valor numeérico.
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[Sintesis de (E)-5-(3-(2-(N-Metil-N-(2-(2,2,2-trifluoroacetamido)etil)Jamino)etilamino)-3-oxoprop-1-enil)-2’-
desoxiuridina (102")]

[0123] En primer lugar, se colocaron 1,19 g (4,0 mmol) de (E)-5-(2-carboxivinil)-2’-desoxiuridina 101 (con un peso
molecular de 298,25), 921 mg (8,0 mmol) de N-hidroxisuccinimida (con un peso molecular de 115,09), y 1,53 g
(8,0 mmol) de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (con un peso molecular de 191,70) en un matraz de
recuperacion que contenia una barra de agitacién. A continuacion, se le afiadieron 1,0 mL de DMF, que se agité
a 25°C durante ocho horas. Se le afadieron aproximadamente 1 mL de acido acético, y se afadieron
posteriormente 250 mL de cloruro de metileno y 250 mL de agua ultrapura, que a continuaciéon se agité
vigorosamente. El precipitado producido de este modo se filtrd, se lavd con agua y se secd bajo presion reducida
durante la noche. El residuo blanco obtenido de este modo se suspendié en 100 mL de acetonitrilo, que se agitd
vigorosamente. Posteriormente, se le afiadieron de golpe 2,34 g (20 mmol) de N-metil-2,2’-diaminodietilamina
(con un peso molecular de 146,23, d=0,976), que se agité a continuacion a 25°C durante 10 minutos. A
continuacion, se le afiadieron 4,8 mL (40 mmol) de trifluoroacetato de etilo (con un peso molecular de 142,08,
d=1,194), 5,6 mL (40 mmol) de trietilamina (con un peso molecular de 101,19, d=0,726), y 50 mL de etanol, que
se agité a 25°C durante 16 horas. A partir de la mezcla asi obtenida, el disolvente se evapord bajo presion
reducida, que a continuacion se purificé en una columna de gel de silice (10-20% MeOH/CH2Cl,). De la fraccion
que contenia la sustancia objetivo, se evaporo6 el disolvente bajo presion reducida. El producto producido de este
modo se disolvié en una pequefa cantidad de acetona y a continuacion se le afiadié éter. Como resultado, se
produjo un precipitado blanco. Se filtrd, se lavé con éter y a continuacion se secd bajo presion reducida. De este
modo, se obtuvieron 750 mg (76%) de sustancia objetivo (Compuesto 102’) como un polvo blanco. Los valores
analiticos instrumentales se indican a continuacion.

[0124] Compuesto 102’

RMN'H (CDs0D) & 8.29 (s, 1H), 7.17 (d, J=15.6Hz, 1H), 6.97 (d, J=15.6Hz, 1H), 6.21 (t, J=6.3Hz, 1H), 4.40,4.36
(m, 1H), 3.92,3.90 (m, 1H), 3.80 (dd, J=11.7, 2.9Hz, 1H), 3.72 (dd, J=11.7, 3.4Hz, 1H), 3.37.3.25 (m, 5H), 2.60,
2.53 (m, 5H), 2.33.2.19 (m, 5H); RMN13C (CD30D) & 169.2, 158.7 (q, J=36.4Hz), 151.2, 143.7, 143.6, 134.1,
122.2, 117.5 (q, J=286.2Hz), 111.0, 89.2, 87.0, 72.1, 62.6, 57.4, 56.7, 42.4, 41.8, 38.5, 38.3; HRMS (ESI)
calculado para C1gH27F3N50O7 ([M+H]") 494,1863, hallado 494,1854.

[Sintesis de (E)-5-(3-(2-(N-Metil-N-(2-(2,2,2-trifluoroacetamido) etil)amino)etilamino)-3-oxoprop-1-enil)-5'0-(4,4’-
dimetoxitritil)-2’ -desoxiuridina 3'O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita (Compuesto 104’)]

[0125] En primer lugar, 296 mg (0,60 mmol) de Compuesto 102’ (con un peso molecular de 494,19) y 224 mg
(0,66 mmol) de cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo (con un peso molecular de 338,83) en un matraz de recuperacion
que contenia una barra de agitacion. A continuacién, se le afiadieron 4 mL de piridina, que se agité a 25°C
durante dos horas. Posteriormente, se le afiadieron 1 mL de agua y a continuacion el disolvente se evaporé bajo
presion reducida. El producto obtenido de este modo se purificé en una columna de gel de silice (1,5% MeOH y
1% EtsN/CH2Cly). Se concentré una fraccion que contenia tritiluro (un intermedio de compuesto 104’) del
compuesto objetivo 102’ y se afiadié una solucidon acuosa de bicarbonato de sodio al residuo. La mezcla se
extrajo con acetato de etilo, se lavd con solucion salina saturada, y se secé bajo presion reducida. De este modo,
se obtuvo un tritiluro espumoso blanco (366 mg, 77%).

[0126] RMN'H (CDsOD) & 7.94 (s, 1H), 7.42.7.17 (m, 9H), 7.01 (d, J=15.6Hz, 1H), 6.95 (d, J=15.6Hz, 1H),
6.86.6.83 (m, 4H), 6.21 (t, J=6.3Hz, 1H), 4.41.4.38 (m, 1H), 4.09.4.06 (m, 1H), 3.75 (s, 6H), 3.40.3.30 (m, 6H),
2.59 (t, J=6.8Hz, 2H), 2.53 (t, J=6.8Hz, 2H), 2.46.2.31 (m, 5H); RMN'*C (CDsOD) 5 169.2, 158.7 (q, J=36.4Hz),
151.2, 143.7, 143.6, 134.1, 122.2, 117.5 (q, J=286.2Hz), 111.0, 89.2, 87.0, 72.1, 62.6, 57.4, 56.7, 42.4, 41.8,
38.5, 38.3; HRMS (ESI) calculado para CaoHasFsNsOs ([M+H]) 796,3169, hallado 796,3166.

[0127] En un matraz de base redonda se colocaron 159 mg (0,20 mmol) de tritiluro (con un peso molecular de
920,85) del Compuesto 102’ y 28,6 mg (0,40 mmol) de 1H-tetrazol (con un peso molecular de 70,05). Se sec6 al
vacio con una bomba de vacio durante la noche. A continuacion, se le afiadieron 4,0 mL de CH3CN y de este
modo el producto asi seco se disolvid en el mismo, que a continuacién se agitd. A continuacion, se le afiadieron
de golpe 191 uL (0,60 mmol) de 2- cianoetil N,N,N’,N'-tetraisopropilfosforamidita (con un peso molecular de
301,41, d=0,949), que se agité6 a 25°C durante dos horas. Después de confirmar que la reaccion se habia
completado mediante TLC, se le afiadié bicarbonato sédico acuoso saturado, que se extrajo con acetato de etilo.
La capa organica obtenida de este modo se lavé con una solucion salina saturada y a continuacién se sec6 con
sulfato de magnesio. Después de eliminar el sulfato de magnesio mediante filtracion, el disolvente se evaporé
bajo presién reducido. De este modo, se obtuvo un producto crudo que contenia el compuesto objetivo 104’. Esta
composicion se utilizd para la sintesis de ADN sin purificarse o tratarse posteriormente. A partir de $'PRMN
(CDCl3 y HRMS (ESI) del producto crudo, se confirmé que se habia obtenido el compuesto 104’. Estos valores
se indican a continuacion.

!;01 28] Compuesto 104’

'P RMN (CDCls) & 149.686, 149.393; HRMS (ESI) calculado para CasHetFsN7O1oP (IM+H]") 996.4248, hallado
996.4243.
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[0129] Se sintetizO DNA 105’ se la misma manera que en el caso del compuesto 105. Los valores analiticos
instrumentales se indican a continuacion.

[0130] DNA 105':
CGCAAT[105'ITAACGC, calculado para CiasH174Ns1076P12 (IM+H]") 4074.8, hallado 4072.0; CGCAAT[105'][105]
AACGC, calculado para CraoH1a7N54077P+2 (IM+H]") 4230.0, hallado 4228.9.

[0131] Se sintetizé de la misma manera DNA 114 que contenia naranja de tiazol introducido en el mismo como
en el caso del compuesto 113. Los valores analiticos instrumentales se indican a continuacion.
CGCAAT[114]4TAACGC, calculado para C156H194N53077P12S(M+) 4447 .3, hallado 4445 .6;
CGCAAT[1 14](4)[1 14](4)AACGC, calculado para C186H228N58079P1282 ([M.Hr) 4976.0, hallado 4976.9.

[0132] Con respecto a ODN (una sonda que sélo contiene un colorante) que tiene una secuencia de 5'-
d(CGCAAT[114](n)TAACGC)-3’ seleccionada entre los oligdmeros de ADN sintetizados (ODN), se observo el
comportamiento de fluorescencia de la misma manera que en los ejemplos 7 y 8. Los resultados se indican en la
tabla 2 siguiente y las figuras 14 y 15. La figura 14 muestra los espectros de absorcion (la linea de puntos
muestra el espectro de la cadena sencilla, la linea continua muestra el espectro de la cadena de ADN-ADN vy la
linea semicontinua muestra el espectro de la cadena de ADN-ARN), y la figura 15 muestra los espectros de
excitacion y los espectros de emisién. En la figura 15, las curvas localizadas en la parte izquierda (la parte de la
longitud de onda mas corta) indican los espectros de excitacion, mientras que las curvas localizadas en la parte
derecha (la parte de la longitud de onda mas larga) indican los espectros de emisiéon de fluorescencia. En la
figura 15, las longitudes de onda indicaban en la nota explicativa la longitud de onda de la emision de
fluorescencia de referencia (Amax de fluorescencia) con respecto a los espectros de excitacion y la longitud de
onda de excitacion con respecto a los espectros de emision de fluorescencia, respectivamente. Tanto los
espectros de excitacion como los espectros de emision de fluorescencia, la cadena sencilla mostraba la
intensidad de emisidon mas baja, la cadena de ADN-ADN mostraba una intensidad de emisién mas elevada que
la de la cadena sencilla y la cadena de ADN-ARN mostraba la intensidad de emisién mas elevada. Tal como se
muestra en las figuras 19 y 15, el compuesto 114 presenta, en una molécula, sélo una estructura de colorante y,
por tanto, no se forma un agregado H. De este modo, no tiene lugar el efecto de exciton (no se observa un
desplazamiento hacia la parte de la longitud de onda mas corta en el espectro de absorcién). Por consiguiente, la
desactivacion de la fluorescencia fue méas débil en el estado de cadena sencilla en comparaciéon con los
compuestos que contenian dos estructuras de colorante y la proteinas de la intensidad de fluorescencia Ids/Iss
entre la doble cadena y la cadena sencilla es relativamente baja. Sin embargo, dado que la intercalacion del
colorante a través de la formacién de una doble cadena aplana la estructura del colorante, se obtuvo una mayor
intensidad de fluorescencia en el estado de doble cadena en comparacion con la cadena sencilla tal como se
muestra en la tabla 2 siguiente. En la cadena sencilla, cuando la longitud de onda de excitacion cambi6 de 488
nm a Amax (una en la parte de la longitud de onda mas larga si existen dos Amax) en el espectro de absorcion
UV, se obtuvo un rendimiento cuantico ®¢ de 0,120 como resultado de medicién. Ademas, en la doble cadena
ADN-ADN, cuando la longitud de onda de excitacion cambi6 de 488 nm a Amax (una en la parte de la longitud de
onda mas larga si existen dos Amax) en el espectro de absorcién UV, se obtuvieron un rendimiento cuantico ®¢
de 0,307 y una proporcion de intensidad de fluorescencia Ids/Iss entre la doble cadena y la cadena sencilla de
3,4 como resultados de medicion.

Tabla 2
Amax (nm) de | Amax (nm) de | Rendimiento Proporcion Tf(°C)
Uvy fluorescencia cuantico
coeficiente de
absorcion
n=4 Cadena 515(123000) 532 0,0681 - Ninguna
sencilla
Cadena 509(125000) 526 0,180 2,64 65
doble de
ADN-ADN
Cadena 511(125000) 527 0,244 3,58 55
doble ADN-
ARN

Condiciones de medicién: sonda 2,5 uM, tampoén de acido fosférico 50 mM (pH 7,0), NaCl 100 mM, cadena
complementaria 2,5 pM.

La longitud de onda maxima de fluorescencia es un valor obtenido cuando la excitacion se llevé a cabo con luz
que tenia una longitud de onda de 488 nm (con una amplitud de 1,5 nm).

El rendimiento cuantico se calcul6 con 9,10-difenilantraceno como sustancia de referencia.

48




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 385268 T3

[Ejemplo 10]

[0133] Los compuestos (oligdmeros de AND, cada uno de los cuales contiene solo una estructura de colorante
en una molécula, se sintetizaron de la misma manera que el ejemplo 9 a excepciéon de que se utilizd un
compuesto representado por la férmula quimica 115 como colorante en lugar del compuesto 107. La sintesis se

llevd a cabo cambiando la longitud n de enlazador de manera variable de 1 a 4. La secuencia fue 5'-
d(CGCAATXTAACGC)-3 (X era el sitio donde se introduce un colorante) como en el compuesto 105.

/

-

El compuesto 116 indicado a continuacién se obtiene cuando n=2. La intensidad de fluorescencia del compuesto
116 se evalué de las misma manera que en los ejemplos 7 a 9. Como resultado, en el caso de doble cadena de
ADN-ARN, el incremento en la intensidad de fluorescencia se observé en comparacién con el caso de la cadena
sencilla.

O @)

== ‘ N/H

N/go
DNA—O
i' O

/ | o
SN IIl)NA

116
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[Medicion del tiempo de vida de la fluorescencial

[0134] Con respecto a los oligdmeros de ADN (oligonucleétidos) del ejemplo 8 (dos colorantes) y el ejemplo 9 (un
colorante), se midi6 el tiempo de vida de la fluorescencia en el caso de la cadena sencilla y en el caso de la
cadena doble de ADN, respectivamente. El oligémero utilizado como control de medicion contiene, en el sitio X
en la siguiente secuencia, un nucleétido que contiene un colorante introducido en el mismo.
5’-d(CGCAATXTAACGC)-3' (SEQ ID NO. 1)

5-d(GCGTTAAATTGCG)-3' (SEQ ID NO. 2)

[0135] Los resultados de la medicion del tiempo de vida de fluorescencia se indican en la tabla 3 siguiente. En la
tabla 3, T es el tiempo de vida de fluorescencia (ns). CHISQ indica un error de medicion. T1 indica el tiempo
transcurrido desde inmediatamente después de completar la excitaciéon. T2 indica el tiempo adicional transcurrido
después de haber transcurrido el tiempo T1 en el caso de la sonda que contenia dos colorantes del ejemplo 8,
siendo el tiempo transcurrido desde inmediatamente después de completar la excitacion en el caso de la sonda
que contenia un colorante del ejemplo 9. T3 indica el tiempo transcurrido posteriormente después de que ha
transcurrido el tiempo T2. En la tabla 3, el valor numérico expresado en “%” es la velocidad de decaimiento de la
fluorescencia (tomando la intensidad de fluorescencia obtenida inmediatamente después de completar la
excitacion como el 100%) durante el paso de tiempo T1, T2, o T3, y la suma total es el 100% con respecto a
cada sonda (oligdmero de ADN). Tal como se indica en la Tabla 3, la sonda que contiene dos colorantes
(Ejemplo 8) experimenta un proceso de desactivacion muy corto (la velocidad de decaimiento de la fluorescencia
obtenida 0,0210 ns después de la excitacion fue del 81,54%) en el estado de cadena sencilla, lo cual indica la
presencia de un efecto de excitén. Esto no se observé en otros casos. El decaimiento de la fluorescencia de este
ODN marcado con dos colorantes, en el estado de cadena sencilla, juega un papel importante en el cambio
brusco y especifico de hibridacion en la intensidad de fluorescencia. Ademas, tal como se puede observar en la
tabla 3, las propiedades de decaimiento de la fluorescencia concordaban con propiedades de funcion cuadratica
o cubica. Con respecto a la doble cadena con dos colorantes indica en la tabla 3 a continuacién, la medicion se
llevé a cabo de nuevo bajo las mismas condiciones (sin embargo, se omitié la medicién de T1). Como resultado,
la velocidad de decaimiento de la fluorescencia cuando T2 = 2,05 fue del 44%, la velocidad de decaimiento de la
fluorescencia cuando T3 = 4,38 fue del 56%, T fue 3,33 (ns), y CHISQ fue 1,09. De este modo, se obtuvieron los
valores que estaban préximos a los indicados en la tabla 3 siguiente. Es decir, se indica que la sonda de este
ejemplo presenta una reproducibilidad excelente en esta medicion del tiempo de vida de fluorescencia.

Tabla 3

Cadena sencilla con
un colorante

Cadena doble con
un colorante

Cadena sencilla con
dos colorantes

Cadena doble con
dos colorantes

T1 - - 0,0210 ns 0,0551 ns
(81,54%) (2,73%)
T2 0,934 ns 1,58 ns 1,28 ns 2,33 ns
(39,19%) (24,63%) (8,99%) (50,30%)
T3 3,12 ns 3,60 ns 3,76 ns 4,57 ns
(60,81%) (75,37%) (9m,48%) (46,97%)
T 2,26 3,10 0,489 3,33
CHISQ 1,32 0,96 1,11 1,04

Cadena 2,5 uM

Tampon de acidos fosférico 50 mM (pH 7,0)

NaCl 100 mM

Medido a 455 nm (inicio inmediato) y 600 nm (decaimiento)

[Ejemplo 11]

[0136] Se sintetizd un oligémero de ADN representado por la férmula quimica 117 siguiente de la misma manera
que en el ejemplo 8 a excepcion de que se utilizé un compuesto representado por la férmula quimica 115’
siguiente como colorante en lugar del compuesto 107. Los compuestos con nigual a 3, 4, 5 y 6 se sintetizaron de
la misma manera. Ademas, se utilizé como una sonda de fluorescencia de la misma manera que en el ejemplo 8,
y el rendimiento de la misma se evalué mediante la mediciéon de la fluorescencia. El resultado se indica en la
tabla 4 siguiente. Tal como se indica en la tabla 4, el compuesto 117 es diferente en la banda de absorcién del
oligémero de ADN (compuesto 113) del ejemplo 8, pero de manera similar mostraba un buen efecto de exciton.
Esto indica que, en la presente invencién, la deteccién multicolor se puede llevar a cabo utilizando sondas de
fluorescencia con diferentes bandas de absorcidon entre si.
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Tabla 4
Amax (nm) de | Amax (nm) de | Rendimiento Proporcién
UVy fluorescencia cuantico
coeficiente de
absorcion
n=4 Sonda de 499(135000) 553 0,00911 -
cadena 532(86000)
sencilla
Sonda de 505(111000) 550 0,0706 7,7
cadena doble | 530(148000)
de ADN

[Ejemplo 12]

[0137] Se sintetiz6é un oligdémero de ADN (compuesto 118) expresado por la secuencia descrita a continuacion. X
es un nucledtido (representado por la férmula descrita a continuacion referida como formula quimica 118) que
tiene la misma estructura de colorante que la del ejemplo 9. Tal como se indica en la secuencia descrita a
continuacion, este oligdbmero de ADN contiene dos nucledtidos sucesivos secuenciados, cada uno contiene un
colorante introducido en los mismos. La introduccion del colorante y la sintesis del oligdmero de ADN se llevé a
cabo de la misma manera que en los respectivos ejemplos descritos anteriormente.

5-d(TTTTTTXXTTTTT)-3' (SEQ ID NO.3)

H O
%N
o 0
% S w7 \
HN
~\_/

O=Fi‘-OH HN

[0138] Ademas, este oligdmero de ADN se utilizé6 como sonda de fluorescencia de la misma manera que en los
respectivos ejemplos descritos anteriormente y el rendimiento de la misma se evalué mediante la medicion de
fluorescencia.

Sonda 2,5 uM (concentracién de cadena)

Tampon de acido fosférico 50 mM (pH 7,0)

NaCl 100 mM

Cadena complementaria 2,5 uM (concentracion de cadena)

[0139] Los resultados se muestras en las figures 16 y 17. La figura 16 es un diagrama que muestra los espectros
de absorcion (la linea de puntos muestra el espectro de la cadena sencilla, la linea continua muestra el espectro
de la cadena de ADN-ADN vy la linea semicontinua muestra el espectro de cadena de ADN-ARN) y la figura 17 es
un diagrama que muestra tanto los espectros de excitacion como los espectros de emision de fluorescencia. En
la figura 17, las curvas localizadas en la parte izquierda (la parte de la longitud de onda mas corta) indican los
espectros de excitacion, mientras que las curvas localizadas en la parte derecha (la parte de la longitud de onda
mas larga) indican los espectros de emisién de fluorescencia. Tanto en los espectros de excitaciéon como de
emisién de fluorescencia, la cadena sencilla mostraba la intensidad de emision mas baja la cadena de ADN-ARN
mostraba una intensidad de emision mas elevada que la de la cadena sencilla, y la cadena ADN-ADN mostraba
la intensidad de emisién mas elevada. Tal como se muestra en las figuras 16 y 17, incluso cuando los dos
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nucleotidos sucesivos, cada uno contiene un colorante introducido en los mismos, se secuencias, se mostré un
efecto de excitdon porque era posible localizar los colorantes a una corta distancia, y se pueden diferenciar
claramente entre si los estados antes y después de la hibridacion con acido nucleico diana mediante la
intensidad de fluorescencia.

[Ejemplo 13]

[0140] Los compuestos (oligdmeros de AND) representados por la féormula quimica 113 o 114, es decir, los
respectivos ODN indicados en la tabla 5 siguiente, se sintetizaron cambiando la longitud n del enlazador y la
secuencia de al acido nucleico. El “ODN” indica oligodesoxirribonucleétido (oligobmero de ADN) tal como se ha
descrito anteriormente. La sintesis se llevé a cabo de la misma manera que en los ejemplos 1a 4,6, 8,9,y 12, a
excepcion de que en cada uno de los compuestos preparados, el nimero de carbonos (longitud de cadena) de
acido 5-bromovalérico (acido 5-bromopentanoico) utilizado como material de partida cambié segun la longitud del
enlazador, y la secuencia cambié de manera adecuada en la sintesis de oligodesoxirribonucle6tido. ODN1 es
idéntico al oligodesoxirribonucledtido (oligbmero de ADN) sintetizado en el Ejemplo 8, y ODN4 y ODN5 son
idénticos al oligodesoxirribonucledtido (oligdmero de ADN) sintetizado en el ejemplo 9. En la sintesis, el éster de
N-hidroxisuccinimidilo (compuesto 109) de naranja de tiazol utilizado aqui era por lo menos 50 equivalentes del
grupo amino activo. Después de la sintesis, el tiempo de desarrollo en HPLC de fase inversa fue de 20 a 30
minutos o mas largo segun fuera necesario. En la tabla 5 indicada a continuacion, por ejemplo, [113]n) 0 [114]n)
indican que un nucledtido representado por la formula quimica 113 6 114 ha sido insertado en ese sitio, y n
indica la longitud del enlazador. En la tabla 5, ODN1’" indica una cadena de ADN complementaria a ODN1. De
manera similar, ODN2’ indica una cadena de ADN complementaria a ODN2 y ODNZ3’ indica una cadena de ADN
complementaria a ODN3.

Tabla 5
Secuencia (5->3’)
ODN1 CGCAAT[113]n TAACGC SEQ ID NO: 1
ODNT GCGTTAAATTGCG SEQID NO: 2
ODN2 TTTTTT[113]yTTTTTT SEQID NO: 3
ODN2’ AAAAAAAAAAAAA SEQID NO: 4
ODN3 TGAAGGGCTT[113]sTGAACTCTG SEQ ID NO: 5
ODN3’ CAGAGTTCAAAAGCCCTTCA SEQID NO: 6
ODN4 CGCAAT[114]4TAACGC SEQID NO: 7
ODN5 CGCAAT[114]4)[114]4»AACGC SEQID NO: 8
ODN(anti4.5S) GCCTCCT[113]4CAGCAAATCC[113]4ACCGGCGTG SEQID NO: 9
ODN(antiB1) CCTCCCAAG[113]4GCTGGGAT[113]4AAAGGCGTG SEQID NO: 10

[0141] con respecto a cada ODN sintetizado descrito anteriormente, la concentracién se determiné a través de la
digestion enzimatica de la misma manera que en el ejemplo 4. Ademas, cada ODN sintetizado descrito
anteriormente se identificé con un espectro de masas MALDI TOF. Los valores de la espectrometria de masas se
indican a continuacion.

[0142] ODN1 (n=3), CGCAAT[113]3TAACGC, calculado para Ci7sH213Ns607sP12S2 ([M.H]) 4820,7, hallado
4818,9; ODN1 (n=4), CGCAAT[113](4)TAACGC, calculado para C180H217N56078P1282 ([M.Hr) 4848.8, hallado
4751.4;

ODN1 (n=5), CGCAAT[113]5 TAACGC, calculado para CgHz21Nss076P12S2 ([M.H]") 4876,8, hallado 4875,6;
ODN1 (n=6), CGCAAT[11316TAACGC, calculado para C1ssH225Ns6078P+12S; (([M.H]*) 4904,9, hallado 4903,6;
ODN2, TTTTTT[113]TTTTTT, calculado para C1ssH227N34092P12S, ([M.H]*) 4822,8, hallado 4821,4;

ODN3, TGAAGGGCTT[113]4TGAACTCTG, calculado para CoasiH30sNg10124P19S2 ([M.H]") 7093,2, hallado
7092,3;

ODN (anti4.58), GCCTCCT[113](4)CAGCAAATCC[113](4)ACCGGCGTG, calculado para C377H456N1160173P27S4
(IM.3HT") 10344,9, hallado 10342,7;

ODN (antiB1),CCTCCCAAG[113]4)GCTGGGAT[113]4AAAGGCGTG, calculado para CagiHassN1240172P27S4
(IM.3H]") 10489,0, hallado 10489,8.

[0143] Entre los ODN indicados en la tabla 5, con respecto a cada uno de ODN (ODN1, ODN2 y ODN3) que
contienen [113](n) que se obtuvieron cambiando de forma variada la secuencia y la longitud del enlazador, se
midieron el espectro de absorcion, el espectro de excitacion y el espectro de emision antes y después de la
hibridacion con una hebra complementaria. Los resultados se indican juntos en la tabla 6 siguiente, asi como las
figuras 18 y 19.
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Tabla 6
xmax/nm(s) xmax/nmb (I)fc las/lssd Tf/°C
ODN (n=3)
480(117000) 537 0,096 - -
510(93800)
ODN1 (n=3)/ODN1’
505(145000) 529 0,298 7,6 66
ODN1 (n=4)
479(156000) 538 0,059 - -
509(104000)
ODN1 (n=4)/ODNT’
509(179000) 528 0,272 14,4 65
ODN1 (n=5)
480(139000) 538 0,043 - -
510(107000)
ODN1 (n=5)/ODN1’
508(172000) 529 0,208 8,1 67
ODN1(n=6)
479(139000) 536 0,053 - -
509(93300)
ODN1 (n=6)/ODN?’ 509(164000) 528 0,265 10,9 65
5'CGCAATI'TAACGC-
3/0
- - - 58
DN1’ -
ODN2
478(221000) 545 0,010 - -
505(115000)
ODNZ2/ODN2’
513(209000) 536 0,469 160 62
ODN3 482(146000) 535 0,07 - -
510(145000) 4
ODNB3/ODN3%
509(191000) 530 0,232 4,5 74

Condiciones de medicion: ADN 2,5 uM, solucion de tampoén de fosfato de sodio 50 mM (pH = 7,0), cloruro de
sodico 100 mM

b: Excitacién a 488 nm

c: Excitacion a Amax (excitacion a Amax €n la parte de la longitud de onda mas larga cuando hay dos Amax)

d: proporcién de la intensidad de fluorescencia a Aem entre una estado de doble cadena y un estado de cadena
sencilla

[0144] En la tabla 6, ODN1 (n = 3 a 6) tiene la misma estructura que la del oligodesoxirribonucleétido (5'-
d(CGCAATXTAACGC)-3', en el que X era el sitio en que se habia introducido un colorante 113) del ejemplo 8.
En el ejemplo 8, el rendimiento cuantico de fluorescencia ®f y la proporcion de intensidad de fluorescencia
(las/lss) entre el estado de doble cadena y un estado de cadena sencilla se midieron a través de la excitacion
llevada a cabo a una longitud de onda de 488 nm. Sin embargo, en este ejemplo (ejemplo 13) tal como se ha
descrito anteriormente, se midieron a través de la excitacion llevada a cabo a Anmax €n el espectro de absorcion
UV. Por lo tanto, la tabla 1 (ejemplo 8) y la tabla 6 (ejemplo 13) indican la misma sustancia con diferente
rendimiento cuantico de fluorescencia ®r y la proporcion de intensidad de fluorescencia (lgs/lss).

[0145] La figura 18 muestra graficos, cada uno de los cuales ilustra el espectro de absorcién, espectro de
excitacion y espectro de emision de ODN que contiene [113]4). En cada una de las figuras 18(a), (b), y (c), el
grafico mostrado en la parte izquierda ilustra el espectro de absorcion, con el eje horizontal indicando la longitud
de onda y el eje vertical indicando la absorbancia. El grafico mostrado en la parte derecha ilustra el espectro de
excitacion y el espectro de emision, con el eje horizontal indicando la longitud de onda y el eje vertical indicando
la intensidad de emision. Cada medicién se realizé a 25°C utilizando, como muestra, ODN que contiene [113]()
en una solucién de tampoén de fosfato de sodio 50 mM (pH=7,0) que contenia cloruro de sodio 100 mM. En cada
grafico mostrado en la figura 18, la linea negra indica el resultado de la medicién con respecto al ODN de cadena
sencilla (ss) y la linea gris indica el resultado de la medicién con respecto a ODN (ds) hibridado con una cadena
de ADN complementaria correspondiente.

La figura 18(a) muestra el resultado de la medicién con respecto a ODN1 (n=4) (2,5 uM). Con respecto al
espectro de excitacion, la intensidad de emision a una longitud de onda de 534 nm se midié con respecto a la ss
y la intensidad de emisién a una longitud de onda de 528 nm se midié con respecto a la ds. Los espectros de
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emision se midieron excitandose la ss a una longitud de onda de 519 nm y la ds a una longitud de onda de 514
nm.

La figura 18(b) muestra el resultado de medicion con respecto a ODN2. La concentracion de la cadena fue de 2,5
uM en el grafico mostrado en la parte izquierda, y fue de 1 uM en el grafico mostrado en la parte derecha. Con
respecto al espectro de excitacion, la intensidad de emision a una longitud de onda de 534 nm se midié con
respecto a la ss, y la intensidad de emision a una longitud de onda de 537 nm se midi6 con respecto a la ds. Los
espectros de emision se midieron, excitandose la ss a una longitud de onda de 517 nm y la ds a una longitud de
onda de 519 nm.

La figura 18(c) muestra el resultado de medicidn con respecto a ODNS3. La concentracion de la cadena fue de 2,5
uM. Con respecto al espectro de excitacion, la intensidad de emisiéon a una longitud de onda de 535 nm se midié
con respecto a la ss, y la intensidad de emision a una longitud de onda de 530 nm se midié con respecto a la ds.
Los espectros de emision se midieron, excitandose la ss a una longitud de onda de 518 nm y la ds a una longitud
de onda de 516 nm.

[0146] La figura 19 muestra graficos, cada uno de los cuales ilustra el espectro de absorcién, espectro de
excitacion y espectro de emision de ODN1 (n=3, 5 y 6). En cada una de las figuras 19(a), (b), y (c), el grafico
mostrado en la cara izquierda ilustra el espectro de absorcion, con el eje horizontal indicando la longitud de onda
y el eje vertical indicando la absorbancia. El grafico mostrado en la parte derecha ilustra el espectro de excitacion
y el espectro de emision, con el eje horizontal indicando la longitud de onda y el eje vertical indicando la
intensidad de emision. Cada medicion se llevo a cabo a 25°C utilizando, como muestra, ODN1 (n=3, 5, 6 6) en
una solucién de tampén de fosfato de sodio 50 mM (pH=7,0) que contenia cloruro de sodio 100 mM. En cada
grafico mostrado en la figura 19, la linea negra indica el resultado de mediciéon con respecto al ODN de cadena
sencilla (ss), y la linea gris indica el resultado de la medicién con respecto a ODN (ds) hibridado con una cadena
de ADN complementaria correspondiente.

La figura 19(a) muestra el resultado de la mediciéon con respecto a ODN1 (n=3) (2,5 uM). Con respecto al
espectro de excitacion, la intensidad de emision a una longitud de onda de 537 nm se midi6 con respecto a la ss,
y la intensidad de emision a una longitud de onda de 529 nm se midié con respecto a ds. Los espectros de
emision se midieron, excitdndose la ss a una longitud de onda de 521 nm y la ds a una longitud de onda de 511
nm.

La figura 19(b) muestra el resultado de la medicién con respecto a ODN1 (n=5) (2,5 uM). Con respecto al
espectro de excitacion, la intensidad de emisién a una longitud de onda de 538 nm se midi6 con respecto a la ss,
y la intensidad de emisién a una longitud de onda de 529 nm se midié con respecto a ds. Los espectros de
emisién se midieron, excitandose la ss a una longitud de onda de 520 nm y la ds a una longitud de onda de 512
nm.

La figura 19(c) muestra el resultado de la medicion con respecto a ODN1 (n=6) (2,5 uM). La concentracion de la
cadena fue de 2,5 pM. Con respecto al espectro de excitacion, la intensidad de emisiéon a una longitud de onda
de 536 nm se midié con respecto a la ss, y la intensidad de emision a una longitud de onda de 528 nm se midi6
con respecto a ds. Los espectros de emision se midieron, excitandose la ss a una longitud de onda de 523 nm y
la ds a una longitud de onda de 514 nm.

[0147] Tal como se muestra en la tabla 6, asi como en las figuras 18 y 19, las bandas de absorcion se
observaron en un intervalo de 400 a 500 nm con respecto a las muestras que contenia [113](n) respectivas. La
banda de absorciéon en la parte de la longitud de onda mas corta (hasta 480 nm) se increment6é cuando la
muestra de ODN que contenia 1(n) estaba en un estado de cadena sencilla, mientras que la banda de absorcion
en la parte de longitud de onda mas larga (hasta 510 nm) aparecié prominentemente (de manera dominante)
cuando la muestra de ODN que contenia 1(n) se hibridd con una cadena complementaria. La banda de absorcion
en la parte de la longitud de onda mas larga (hasta 510 nm) es una banda de absorcioén tipica de naranja de
tiazol solo. En el espectro de emision, se observé hasta 530 nm una banda de absorcion amplia unica. Con la
hibridacion de una muestra de ODN que contiene [113](n) con una cadena complementaria, la intensidad de
emision cambio claramente. Es decir, la muestra de ODN que contiene [113](n) hibridado a una cadena de ADN
diana mostré una fluorescencia intensa, pero la muestra de ODN que contenia [113](n) antes de ser hibridado
mostraba una fluorescencia sélo muy débil en comparaciéon con la mostrada después de la hibridacion.
Particularmente, la fluorescencia de ODN2 formado de una secuencia de polipirimidina se desactivd casi
completamente en el estado de cadena sencilla. La proporcién de la intensidad de fluorescencia (lss/lss) ente el
estado de doble cadena y el estado de cadena sencilla de ODN2 alcanzé 160 en la longitud de onda de emision
maxima. Cuando ODN3’ como cadena de ODN de 20 unidades y ODN3 que tiene una secuencia comun se
hibridaron entre si, la intensidad de emision era claramente diferente antes y después de la hibridacion. Ademas,
tal como puede verse de la tabla 6, asi como de las figuras 18(a) y 19, cuando la longitud del enlazador n se
cambié de 3 a 6 en ODN1 de este ejemplo, se obtuvo un valor de lgs/lss amplio con cualquier longitud de
enlazador. Tal como se ha descrito anteriormente, todos los ODN indicados en la tabla 6 mostraron una
capacidad de desactivacion elevada aunque hubo una diferencia en la capacidad de desactivacion dependiendo
de la longitud del enlazador y la secuencia de la sonda.

[0148] Tal como se indica en la tabla 6 anterior, el punto de fusién (Tf) de ODN1 (n=4)/ODN1’ se increment6 en 7
a 9°C en comparacion con la doble cadena nativa, 5-CGCAATTTAACGC-3’/ODN1’. Este incremento en el valor
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de Tf implica que los dos colorantes catidnicos contenidos en la sonda se unieron de manera efectiva a una
cadena doble formada junto con la secuencia diana. Ademas, tal como puede observarse a partir de las figuras
18 y 19, el espectro de excitacion indicd un pico individual amplio alrededor de 510 nm independientemente de la
estructura del compuesto. Esta longitud de onda concordaba con una longitud de onda en la banda de absorcion.
Es decir, posiblemente, la absorciéon asociada con la emision de fluorescencia tiene lugar sélo en la banda de
absorcion alrededor de 510 nm y la banda de absorcién alrededor de 480 nm apenas afecta a la emision.
Ademas, la energia de acoplamiento del exciton se estimé en 1230 cm™ en base al desplazamiento de la banda
de absorcion desde 510 nm a alrededor de 480 nm que estaba causado por la agregacion del colorante. Esto es
equivalente a la energia de acoplamiento que se ha descrito para el agregado H de los colorantes de cianina. Sin
embargo, estas consideraciones tedricas no limitan la presente invencion.

[Espectro de absorcién]

[0149] Los espectros de absorcion del ODN1 (n=4) se determinaron a varias temperaturas y concentraciones y
se comprobaron los efectos de la temperatura y la concentraciéon en la banda de absorcion. Los resultados se
muestran en el diagrama del espectro de absorcion en la figura 20. En las figuras 20(1) y 20(b), el eje horizontal
indica la longitud de onda, y el eje vertical indica la absorbancia. Cada medicién se llevo a cabo utilizando, como
muestra, ODN1 (n=4) contenida en una solucion de tampon de fosfato de sodio 50 mm (pH=7,0) que contenia
cloruro de sodio 100 mM.

La figura 20(a) muestra un cambio en el espectro de absorcion obtenido cuando cambié la temperatura de
solucion. La concentracion de ODN fue de 2,5 pM. El espectro se midio a intervalos de 10°C desde 10°C a 90°C.
La figura 20(b) muestra un cambio en el espectro de absorcién obtenido cuando se cambid la concentracion de la
solucion. La temperatura de medicion fue de 25°C. Las concentraciones de ODN fueron 0,5, 0,75, 1,0, 1,2, 1,5,
2,0, 2,5, 3,0, 4,0,y 5,0 uM. El inserto es un grafico que muestra la relacién entre el logaritmo de la absorbancia a
una longitud de onda de 479 nm (eje vertical) y el logaritmo de la absorbancia a una longitud de onda de 509 nm
(eje horizontal).

[0150] Tal como se muestra en la figura 20(a), la proporcién de absorbancia entre las dos bandas de absorcién
cambio ligeramente cuando la medicion se llevd a cabo cambiando la temperatura de muestra. Es decir, con el
incremento en la temperatura de muestra, la absorbancia en la banda de absorcién de 479 nm disminuyd
gradualmente y se incremento la absorbancia en la banda de absorcion de 509 nm. Sin embargo, tal como puede
observarse de la figuras 20(a), el cambio fue muy pequefio. Esto indica que en la sonda de la presente invencion,
ODN1 (n=4), el cambio de estructura causado segun el cambio de temperatura es muy pequefio, y por tanto, se
puede utilizar sin apenas verse afectado por la temperatura. Tal como se muestra en la figura 20(a), se observé
un punto de isosbéstico que indicaba la presencia de dos componentes del espectro a 487 nm.

[0151] Por otro lado, tal como se muestra en la figura 20(b), cuando se incrementd la concentracion de la
muestra, ODN1(n=4), se observé un incremento en la absorbancia en ambas bandas de absorcién. Ademas, tal
como se muestra en el inserto, la representacion de log(Abssrg) frente a log(Abssog), €s decir la proporcion ente
los logaritmos de las absorbancias en las respectivas bandas de absorcién, mostré una linea recta. Esto indica
que la proporcion entre los dos componentes del espectro era casi constante independientemente de la
concentracion de ODN. En otras palabras, la sonda de la presente invencion, ODN1 (n=4), se puede utilizar sin
verse afectada por la concentracion de la misma, ya que la estructura de la misma apenas cambia incluso
cuando su concentracion en la solucion cambia.

[0152] La causa de los cambios en el espectro mostrados en las figuras 20(a) y (b) se pueden describir, por
ejemplo, de la siguiente manera. Sin embargo, estas descripciones son ejemplos de consideraciones tedricas y
no limitan la presente invencion. Es decir, en primer lugar, ODN1 (n=4) forma un agregado H intramolecular
segun el sistema dicroico. Presumiblemente, el cambio de espectro mostrado en la figura 20(a) estaba causado
porque la estructura del agregado H se habia deshecho ligeramente debido al incremento de temperatura.
Posiblemente, dado que el agregado H intramolecular esta intramolecularmente completado, la estructura
apenas cambia mediante, por ejemplo, una interaccién intermolecular incluso cuando aumenta la concentracion
y, por tanto, la proporcién entre los dos componentes del espectro es casi constante tal como se muestra en la
figura 20(b) y el inserto. Posiblemente, existen dos modos de conformacion de un agregado H intramolecular y
monomeros de colorantes (las partes de colorantes que no han sido agregadas) en la solucién de muestra de
ODN1 (n=4). Se supone que la banda de absorcién localizada en la parte de la longitud de onda mas corta (479
nm) deriva del agregado H intramolecular. Por otro lado, se supone que la banda de absorciéon (509 nm)
localizada en la parte de la longitud de onda mas larga deriva de los monémeros de colorantes ya que
aumentaba con el calor.

[Espectro CD]

[0153] Se midi6 el espectro CD de ODN1 (n=4)/ODN1’. La medicion se llevd a cabo a 25°C en una solucion de
tampodn fosfato de sodio 50 mM (pH=7,0) que contenia cloruro de sodio 100 mM, siendo la concentracion de
cadena de 2,5 uM. El resultado de la medicidon se muestra en el diagrama del espectro CD en la figura 21. En la
figura 21, el eje horizontal indica la longitud de onda (nm), y el eje vertical indica el angulo 6. Tal como se
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muestra en la figura 21, la doble cadena de ODN1 (n=4)/ODN1’ mostr6 de un efecto Cotton de separacion ente
450 y 550 nm. Es decir, una pareja de CD medida mostré un patron tipico observado cuando el colorante naranja
de tiazol se intercalaba en una doble cadena de ADN. Posiblemente, en otras palabras, las partes de colorante
del ODN1 (n=4) se intercalaron en el ADN de doble cadena que se habia formado y de este modo se evitaba la
formacion de un agregado dicroico (agregado H). Este resultado de la medicion de CD implica, junto con el
resultado de la medicién de Tf, que cuando las partes de colorante del ODN1 (n=4) se unen al ADN de doble
cadena, ambas partes de colorante se intercalan en el surco principal y, de este modo, se forma una estructura
de doble cadena térmicamente estable. Sin embargo, esta consideracion tedrica no limita la presente invencion.
El hecho de que la estructura de doble cadena a formar sea térmicamente estable indica que la sonda (acido
nucleico) de la presente invencién se puede utilizar de manera eficaz para detectar la secuencia complementaria.

[Ejemplo 14]
[0154] Con respecto al ODN5 (CGCAAT[114]4)[114](4)AACGC), se midieron el espectro de absorcion, el

espectro de excitacién, y el espectro de emision en el estado de doble cadena y el estado de cadena sencilla. A
continuacién en la Tabla 7 y en la figura 22 se muestran los resultados.

Tabla 7
Amax/nm(g) Aem/nm° oF lgs/lss” Tf°C
ODN5 483(123000) 545 0,059 - -
511(118000)
ODN5/ODN1T’ 509(180000) 528 0,275 10,3 71

Condiciones de medicion: ADN 2,5 uM, solucion de tampoén de fosfato sédico (pH=7,0), cloruro sédico 100
mM

b: Excitaciéon a 488 nm

c: Excitacion a Amax (excitacion a Amax €n la parte de longitud de onda mas larga cuando hay dos Amax)

d: Proporcién de intensidad de fluorescencia a Aem entre el estado de la cadena doble y el estado de
cadena sencilla

[0155] La figura 22 muestra graficos que ilustran el espectro de absorcion, el espectro de excitacion, y el
espectro de emision de ODNS5, especificamente, ODN que contiene [114]). Se llevé a cabo la medicién a 25°C
en una solucién de tampodn de fosfato de sodio 50 mM (pH=7,0) que contenia cloruro sédico 100 mM, con la
concentracion de cadena de ODNS siendo 2,5 uM. La linea negra indica el resultado de la medicién con respecto
al ODN5 de cadena sencilla (ss), y la linea gris indica el resultado de la medicion con respecto al ODN5 de doble
cadena (ds) hibridado con ODN1’. La figura 22(a) muestra el espectro de absorcidn, con el eje horizontal
indicando la longitud de onda y el eje vertical indicando la absorbancia. La figura 22(b) muestra el espectro de
excitacion (la curva localizada en parte de la longitud de onda mas corta) y el espectro de emision (la curva
localizada en la parte de la longitud de onda mas larga), con el eje horizontal indicando la longitud de onda y el
eje vertical indicando la intensidad de emision. Con respecto al espectro de excitacion, se midié la intensidad
emisién a una longitud de onda de 534 nm con respecto al ss, y se midié la intensidad de emisién a una longitud
de onda de 514 nm con respecto al ds. Se midieron los espectros de emision, excitandose la ss a una longitud
de onda de 528 nm y la ds a una longitud de onda de 519 nm.

[0156] Tal y como se muestra en la Tabla 7 y en la figura 22, el ODN 5 que tiene una secuencia que contiene
dos nucledtidos sucesivos [114]4) mostré una desactivacion de la fluorescencia efectiva adicional en
comparacioén con la supresion de emision (Tabla 2 en el Ejemplo 9) del ODN4 de cadena sencilla que contiene
s6lo un [114]4) nucledtido. Con respecto al espectro de absorcion de ODNS5, se desplazé la banda de absorcion a
la parte de la longitud de onda mas corta en el estado de cadena sencilla. Esto implica que dos nucleétidos de
[114]4) contenidos en el ODN5 formaban un agregado H intramolecular. Esta agregacion dio lugar a la
desactivacién del ODN5 de cadena sencilla tal y como se observa en el ODN que contiene [113]n). Es decir,
posiblemente, la causa de la supresion de la emision de fluorescencia (desactivacion) es que las partes de
colorante de los dos nucledtidos de [114]4) contenidos en el ODN5 formaron un agregado H y de ese modo se
produjo un acoplamiento de excitén entre los colorantes. Esto confirmé que el ODN5 que contiene dos
nucledtidos de [114]4) era util para detectar la cadena complementaria como en el caso del ODN que contiene
[113](n)-

[Ejemplo 15]

[0157] Se determin6 a simple vista la fluorescencia obtenida cuando ODN1 (n=4) se hibridé con un ODN1’
complementario. El resultado de la medicidon se muestra en la figura 23. En la figura 23, la celda izquierda es una
celda que contiene un ODN1 (n=4) de cadena sencilla, y la celda derecha es una celda que contiene un ODN1
(n=4)/ODN1’ de doble cadena. Las celdas respectivas muestran los estados de los mismos obtenidos después
de la irradiacion con una lampara halégena de 150 W. Cada celda tiene una concentracion de cadena de 2,5 yM
y contiene un tampoén de acido fosférico 50 mM (solucion de tampoén de fosfato sédico) (pH 7,0) y NaCl 100 mM.
Tal y como se muestra en la figura 23, la celda izquierda que contiene ODN1 (n=4) de cadena sencilla apenas
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emitié fluorescencia después de la irradiacion con la [ampara halégena de 150 W, pero la celda derecha que
contiene ODN1 (n=4)/ODN1’ de doble cadena emitié fluorescencia de luz verde muy claramente. Ademas, se
obtuvo el mismo resultado incluso cuando se sustituyé la cadena de ADN complementaria ODN1’ por una
cadena de ARN complementaria correspondiente. Ademas, se obtuvo el mismo resultado en los casos de ODN2
y ODN2’. Ademas, en los casos de ODN2 y ODNZ2’, se obtuvo el mismo resultado incluso cuando se sustituyo
ODN2’ por un ARN complementario correspondiente (A13-unidades). En estos casos, la concentracion de
cadena fue 5 yM. Ademas, se obtuvieron los mismos resultados con respecto a todos los ODN indicados en la
Tabla 6 anterior. De este modo, debido a que el ODN de este ejemplo permite cambiar claramente la intensidad
de fluorescencia dependiendo de la hibridacion, fue facil determinar la secuencia diana hibridable a simple vista.
Esto indica que estos ODN son Utiles para el analisis génico visible.

[Ejemplo 16]

[0158] Se sintetizd un oligdmero de ADN representado por la Férmula Quimica 120 siguiente de la misma
manera que en el Ejemplo 8 excepto que se utilizd el compuesto representado por la Férmula Quimica 119
siguiente, como un colorante, en lugar del compuesto 107.

+
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=
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[0159] Se sintetizaron compuestos (oligodesoxiribonucledtidos) representados por la Formula 120, con n siendo
3,4, 5, y6, en el mismo método. Ademas, utilizando ODN (referido como ODNG6 (n=5)) expresado mediante una
secuencia de 5'-d (CGCAAT[120]5TAACGC)-3’ como una sonda de fluorescencia, se determinaron el espectro
de absorcion y el espectro de emision de fluorescencia y se evalué el rendimiento de la misma. Las condiciones
de medicion fueron las mismas que las empleadas en el Ejemplo 7. La figura 24 muestra los resultados de la
medicién. La figura 24(a) muestra los espectros de absorcién, con el eje horizontal indicando la longitud de onda
(nm) y el eje vertical indicando la absorbancia. La figura 24(b) muestra los espectros de emision de fluorescencia,
con el eje horizontal indicando la longitud de onda (nm) y el eje vertical indicando la intensidad de emision. La
linea negra indica el espectro del ODN de cadena sencilla, y la linea gris indica el espectro del ODN de doble
cadena hibridado con un ODN complementario. Tal y como se muestra en la figura 24(a), en el ODN de doble
cadena, se desplazé la longitud de onda maxima de la absorcion de UV aproximadamente 600 nm a la parte de
la longitud de onda mas larga a través de la formacion de una doble hélice. Ademas, tal y como se muestra en la
figura 24(b), en el ODN de doble cadena, se incrementé considerablemente la intensidad de fluorescencia en
comparacién con el de cadena sencilla. De este modo, es posible que se muestre un efecto de excitén en el
estado de cadena sencilla. Es decir, a pesar de que el ODN (Compuesto 120) de este ejemplo es diferente en la
banda de absorcién del ODN (Compuesto 113) del Ejemplo 8 y el ODN (Compuesto 117) del Ejemplo 11,
también mostré un buen efecto de excitdon. Esto indica que puede realizarse la deteccion multicolor utilizando
sondas de fluorescencia que son diferentes entre si en la banda absorcion en la presente invencion.

[Ejemplo 17: Formacion de doble cadena con ARN]

[0160] En una cubeta, se formé ODN de doble cadena con el ODN2 (con una secuencia de 5'-
d(TTTTTT[113]4TTTTTT)-3’) y una cadena de ARN complementaria correspondiente (ARN A13-unidades), y se
midié el espectro de emisién de la fluorescencia del mismo. Ademas, se afiadi® ARNasa H a la misma y se
observo el cambio en el espectro. La figura 25 muestra el resultado. En la figura 25, el eje horizontal indica el
tiempo y el eje vertical indica la intensidad de fluorescencia. En la figura 25, la linea negra indica el cambio de
espectro del ODN de doble cadena al que se afiadi6 ARNasa H durante la medicién y la linea gris indica el
cambio de espectro de un control, es decir, el ODN de doble cadena al que no se afiadié ARNasa H. La medicion
se llevé a cabo utilizando el fluoroespectrometro, con agitacion a 37°C. Tal como se muestra en la figura 25,
cuando se afiadid ARNasa H, el ARN que se habia hibridado al ODN2 se digirié y, de este modo, el ODN2 volvié
a una cadena sencilla, lo cual dio lugar a un descenso gradual en la intensidad de fluorescencia. Esto también
confirmé que la sonda (acido nucleico) de la presente invencion era util en la deteccion de la fluorescencia del
ARN complementario.

[Ejemplo 18]

[0161] EI cambio en la intensidad de la emision de fluorescencia se observd cambiando las proporciones de
concentracion del ODN1’ (con una secuencia, 5-d(GCGTTAAATTGCG)-3’), donde el ODN1’ era una cadena de
ADN complementaria al ODN1 (n=4) (con una secuencia de 5-d(CGCAAT[113]4TAACGC)-3’). Las condiciones
de medicién fueron las siguientes. Es decir, la concentracion de cadena del ODN1 (n=4) se fij6 a 1,0 uM, se
utilizaron un tampén de acido fosférico 50 mM (pH 7,0) y NaCl 100 mM, y se empled una longitud de onda de
excitacion de 488 nm (con una amplitud de 1,5 nm). La medicién se llevd a cabo con una concentracion de la
cadena complementaria ODN1’ de 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,5, 2,0, y 3,0 uM. Los resultados de la medicién de
la misma se muestran en la figura 26. En la figura 26, el eje horizontal indica el nimero equivalente del ODN1’
con respecto al ODN1 (n=4), y el eje vertical indica la intensidad de emisién de fluorescencia (valor relativo) a
Amax (529 nm) de fluorescencia. Tal como se muestra en la figura 26, la intensidad de emision de fluorescencia
indicaba una relacidon directamente proporcional con una precisidbn muy elevada con respecto al numero
equivalente cuando el numero equivalente de ODN1’ era 1 0 mas pequefio, pero no cambié después de que el
numero equivalente era superior a 1. Esto indica que el ODN1 (n=4) se hibriddé con el ODN1’ a una proporcion
exacta de cantidades de sustancia (proporciéon en nimero de moléculas) de 1 : 1.

[0162] Tal como se ha descrito anteriormente, cuando la cantidad de sustancia del ODN1’ (ADN diana) es igual o
inferior a la del ODN1 (n=4), la intensidad de fluorescencia aumenta en proporcién a la concentracion del ADN
diana. Es decir, es posible determinar la cantidad del ADN diana midiendo la intensidad de fluorescencia cuando
se afiade un exceso de ODN1 (n=4) (sonda) al sistema en que existe el ODN1’ (ADN diana). Ademas, también
es posible determinar el incremento o disminuciéon en el ADN diana mediante el seguimiento del incremento o
disminucion en la intensidad de fluorescencia.

[0163] A efectos de determinar la cantidad del ADN diana en el sistema, por ejemplo, se puede preparar una
curva de calibracion de antemano tal como se muestra en la figura 26. Por ejemplo, cuando se midié una
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muestra en que la concentraciéon de ODN1’ (ADN diana) era desconocida bajo las mismas condiciones que las
utilizadas en este ejemplo, si la intensidad de fluorescencia obtenida de este modo era 80, la concentracion del
ODN1’ (ADN diana) se puede determinar que es aproximadamente 0,55 uM a partir de la figura 26.

[0164] De hecho, cuando la cantidad de la secuencia de ODN1’ (ADN diana) contenida en el acido nucleico se
determinaba mediante el método anterior, era posible no sélo detectar inmediatamente la aparicion de un
fendmeno, tal como la amplificacion, degradacion y unién a proteina de la secuencia en cuestion, sino también
cuantificar dicho fenémeno.

[Ejemplo 19: Analisis de transferencia de puntos]

[0165] Con respecto a la nueva sonda (acido nucleico) sintetizada en este punto, a efectos de observar el cambio
en las propiedades de fluorescencia causado por la hibridacion, se llevd a cabo un analisis de ADN mediante
transferencia de puntos utilizando el ODN (antiB1) y ODN(anti4.5S). Para la secuencia de ADN diana, se utilizd
un fragmento de ADN de cadena corta que contenia la secuencia de ARN B1. Esta secuencia es una de los
elementos nucleares intercalados cortos del genoma de roedor. Ademas, el fragmento de ADN de cadena corta
contiene la secuencia de ARN 4,5S. Esta secuencia es una de los ARN nucleares pequefios aislados de una
célula de roedor y presente una amplia homologia con la familia B1. En el presente ejemplo, el ODN (antiB1) y
ODN (anti4.5S) se prepararon como sondas de transferencia y se integraron dos nucleétidos [113]4) en los
mismos, de manera que se les proporcionaba una elevada sensibilidad y una intensidad de fluorescencia
elevada. Las estructuras del ODN (antiB1) y ODN (anti4.5S) fueron las indicadas en la tabla del ejemplo 13.

[0166] Mas especificamente, el analisis de transferencia de puntos en el presente ejemplo se llevé a cabo de la
siguiente manera. Es decir, se prepararon los siguientes dos fragmentos de ADN (1) y (2) con el sintetizador
automatico de ADN.
(1) ADN de doble cadena que contiene la secuencia de ARN 4.5S y el ADN complementario al mismo
siguiente:

5-d(GCCGGTAGTGGTGGCGCACGCCGGTAGGATTTGCTGAAGGAGGCAG
AGGCAGGAGGATCACGAGTTCGAGGCCAGCCTGGGCTACACATTTTTTT)

-3’ (SEQ ID NO. 11)

(2) ADN de doble cadena que contiene la secuencia de ARN B1 y el ADN complementario al mismo
siguiente:

5-d(GCCGGGCATGGTGGCGCACGCCTTTAATCCCAGCACTTGGGAGGCA
GAGGCAGGCGGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGGTCTACAGAGTGAG
-3 (SEQ ID NO. 12)

[0167] EI ADN de doble cadena se desnaturaliz6é con una solucién acuosa que contenia hidroxido de sodio 0,5 M
y cloruro de sodio 1 M. Se esparcié en puntos (manchas) una alicuota de este ADN asi desnaturalizado sobre
una membrana de nylon cargada positivamente (disponible en Roche). Esta lamina de membrana de nylon
cargada positivamente se humedecié con una solucién acuosa que contenia fosfato de sodio 0,5 M y cloruro de
sodio 1 M. A continuacién, se incub6 a 50°C durante 30 minutos en una solucién acuosa que contenia fosfato de
sodio 0,5 M, cloruro de sodio 1 M, y ADN de esperma de salmén 100 ug/mL. A continuacion, la lamina de
membrana de nylon cargada positivamente se incubé a 50°C durante una hora en una solucién acuosa de la
sonda (la sonda era 150 pmol de ODN (anti4.5S) o ODN (antiB1)) que contenia fosfato de sodio 0,5 M y cloruro
de sodio 1 M. Después de enfriarse hasta temperatura ambiente, se extrajo la solucion de tampoén de
hibridacion, se afiadié a la misma una solucién nueva de tampoén de acido fosférico y se observé la fluorescencia
emitida por la lamina de membrana de nylon cargada positivamente con un sistema de obtencidon de imagenes
VersaDoc (nombre comercial) disponible en BioRad. La luz de excitacion utilizada aqui era luz obtenida mediante
la conversion de luz emitida desde un transiluminador UV Modelo-2270 (nombre comercial) disponible en
WAKENYAKU CO., LTD. mediante al paso por el mismo de una placa de conversién de luz UV/azul (UVP).
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[0168] La figura 27 muestra los resultados de la medicion.

La figura 27(a) es una vista esquematica que muestra el estado en que los ADN que tienen diferentes
secuencias entre si se transfirieron sobre la membrana de nylon. Las cuatro manchas en la fila superior indican
el ADN que contenia la secuencia de ARN 4.55 y las cuatro manchas en la fila inferior indican el ADN que
contenia el ARN B1.

La figura 27(b)es una diagrama que muestra la emision de fluorescencia obtenida después de la incubacion
llevada a cabo en la solucion que contiene ODN (anti4.5S).

La figura 27(c)es una diagrama que muestra la emision de fluorescencia obtenida después de la incubacion
llevada a cabo en la solucion que contiene ODN (antiB1).

[0169] Tal como se observa en la figura 27, era posible leer la fluorescencia de las manchas transferidas a
temperatura ambiente con un sistema de obtencién de imagenes de fluorescencia sin llevar a cabo un lavado
repetitivo después del ensayo de transferencia. Como resultado de la incubacién con las sondas, cuando se
habia afiadido el ODN (anti4.5S), se obtuvo una emision de fluorescencia intensa derivada de las manchas de la
secuencia 4.5S, pero la emision de fluorescencia derivada de las manchas de la secuencia B1 era negligible. En
cambio, cuando se habia afiadido el ODN (antiB1), las manchas de B1 mostraban una fluorescencia intense,
pero solo se observaba una fluorescencia débil a partir de las manchas de 4.5S. De este modo, la sonda de la
presente invencion puede realizar un ensayo que es claramente diferente de un ensayo de transferencia
convencional al no requerir ni un proceso de lavado multietapas incobmodo ni un proceso de tratamiento con
anticuerpos o enzimas después de la transferencia. Ademas, a diferencia de la sonda on-off, tal como una baliza
molecular, la sonda de la presente invencion permite que se introduzcan facilmente en la misma una pluralidad
de partes marcadas con fluorocromos y asi permite que se incremente adicionalmente la intensidad de la
fluorescencia. Esta es una gran ventaja de la presente invencion. Las partes marcadas con fluorocromos pueden
ser cada una, por ejemplo, una contenida en el nucleétido [113]4) como en el presente ejemplo.

[Ejemplo 20]

[0170] La sonda poli T (el ODN2 descrito anteriormente) que contenia un colorante con una longitud de
enlazador n de 4 utilizado en el ejemplo 8 se introdujo en una célula mediante técnicas de microinyeccion
utilizando un microtubo de vidrio y a continuacion se midié la emision de fluorescencia con un microscopio
invertido equipado con una lampara de mercurio, una cdmara CCD enfriada y un grupo de filtros de fluorescencia
(para YFP). Las figuras 28 a 30 muestran los resultados. La figura 28 es una fotografia tomada en interferometria
diferencial. La figura 29 es una fotografia tomada durante la observaciéon de la fluorescencia y la figura 30
muestra las figuras 28 y 29 en el estado de superposicion entre si. Tal como se muestra en las figuras, la sonda
de fluorescencia (sustancia marcadora) de la presente invencién se unié a una secuencia terminal poli(A) de
ARNmM que se expreso intracelularmente y, de este modo, emitié luz. Es decir, el oligdémero de ADN marcado de
la presente invencién es efectivo no solo para la deteccion de genes in vitro, sino también para la deteccién de
genes in vivo.

[Ejemplo 21]

[0171] Ademas, se unid un colorante fluorescente comun, Cy5, al ODN2 (con una secuencia de 5'-
d(TTTTTT[113]4TTTTTT)-3’) mediante un método convencional, que se introdujo posteriormente en una célula
mediante el método mencionado anteriormente. En este caso, se afiadid Cy5 al extremo 5 del ODN2 con un
sintetizador de ADN automatico para unirse al mismo en el proceso de sintesis del ODN2 (con una secuencia de
5-Cy5-d(TTTTTT[113]4TTTTTT)-3'). La emision de fluorescencia se midié6 con un microscopio confocal de
barrido laser. La figura 31 muestra el resultado. La figura 31A muestra la fluorescencia derivada de Cys5,
obteniéndose la fluorescencia con una longitud de onda de por lo menos 650 nm mediante la excitacion a 633
nm. La figura 31B muestra la fluorescencia derivada de dos partes de naranja de tiazol, obteniéndose la
fluorescencia entre 505 nm y 550 nm mediante al excitacion a 488 nm. Tal como se muestra en las figuras, el
ODNZ2 se unid a la secuencia terminal poli(A) de ARNm que se expreso intracelularmente y, de este modo, emitio
luz. Esto permitié hacer el seguimiento de la distribucion de los ARNm intracelulares. Tal como se ha descrito
anteriormente, se pueden introducir una pluralidad de tipos de colorantes (grupos atémicos que muestran
fluorescencia) en el compuesto o acido nucleico de la presente invencién. Esto también permite que se lleve a
cabo una deteccion multicolor, ya que, por ejemplo, los respectivos colorantes son diferentes entre si en la Amax
de fluorescencia.

[Ejemplo 22]

[0172] El ODN2 mencionado anteriormente (con una secuencia de 5’-d(TTTTTT[113]4TTTTTT)-3’) se inyectd en
un nucleo celular mediante el método mencionado anteriormente, y se hizo el seguimiento de la emision de
fluorescencia con un microscopio confocal de barrido laser desde inmediatamente después de la inyeccién
(segundo 0) hasta aproximadamente 4,5 minutos (excitacion a 488 nm, y la fluorescencia obtenida entre 505 nm
y 550 nm). La figura 32 muestra el resultado. La figura 32 incluye 11 diagramas que muestran el progreso
después de la inyeccién del ODN2, de izquierda a derecha y de la fila de arriba a la fila de abajo. En cada
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diagrama, el tiempo transcurrido (después de la inyeccion del ODN2) se indica en la tabal 8 siguiente. Tal como
se muestra en la figura 32, se confirmé que la sonda ODN2 se concentraba en el nucleo celular inmediatamente
después de la inyeccion de la misma, pero se dispersaba gradualmente a través de la célula junto con el ARNm
(poliA) hibridado con la misma. Segun la presente invencion, también es posible hacer el seguimiento del ARNm
de la manera descrita anteriormente.

Tabla 8
Os 8s 38s 68 s
98 s 128 s 158 s 188 s
218 s 248 s 278 s -
[Ejemplo 23]

[0173] Se sintetizé un ODN en que se incrementaba el numero de T localizadas en cada parte de [113](4) del
ODNZ2 hasta 24. A éste se hace referencia como "ODN7". Se sintetizd mediante el mismo método que el de la
sintesis de ODN2. La secuencia del ODN7 es:
S5-d(TTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTITT[1A3]yTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT TT)-3’) (SEQ ID NO. 13).

Se inyectd en un nucleo celular mediante el mismo método empleado en el ejemplo 22 y se midié la intensidad
de fluorescencia. La figura 33 muestra una fotografia de fluorescencia tomada después del transcurso de un
cierto periodo de tiempo. El ODN7 se concentrd en el nucleo celular inmediatamente después de la inyeccion,
pero se dispersé gradualmente a través de la célula junto con el ARNm (poliA) hibridado con la misma, como en
el ejemplo 22, y finalmente, se disperso alrededor del nucleo celular tal como se muestra en la figura 33.

[Ejemplo 24: Deteccion multicolor]

[0174] Tal como se describe, por ejemplo, en los ejemplos 11 y 16, las sondas fluorescentes de la presente
invencién permiten la deteccion multicolor de cadenas complementarias al tener, por ejemplo, diferentes
longitudes de onda de absorcion y diferentes longitudes de onda de emision entre si. Esta deteccion multicolor se
puede conseguir utilizando partes de colorante (grupo atdmico que muestra fluorescencia) que tienen diferentes
estructuras como en el caso de los compuestos 113, 117, y 120. En el presente ejemplo, se sintetizaron
(produjeron) varias sondas fluorescentes adicionales y se llevd a cabo la deteccion multicolor de cadenas
complementarias.

[0175] En primer lugar, se sintetizaron cadenas de ADN (sondas), cada una de las cuales contenia una
estructura de nucledtido representada por la siguiente formula (121), variando las estructuras de partes de
colorante (grupo atdmico que muestra fluorescencia). En la siguiente formula (212), “colorante” indica la parte de
colorante.

Colorante

N9 o
Colorantg\\/ IEH/\NJI\/\ELNH
H
°k°_J

o)

O=‘-O

N\

(121)
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[0176] Especificamente, se sintetizaron los compuestos (cadenas de ADN) 113, 120, 122, 123, y 124, los cuales
contienen partes representadas por las siguientes férmulas, como la parte "colorante" contenida en la formula
(121). En las siguientes férmulas, n es la longitud del enlazador (el nimero de atomos de carbono). Con respecto
a los compuestos 113, 120, 122, 123, y 124, se sintetizaron compuestos cuyas longitudes de enlazador n fueron
3, 4, 5, y 6, respectivamente. La sintesis se llevé a cabo mediante el mismo método que el utilizado en los
ejemplos 1 a 4, 6, 8, 9, 12, 13, y 16, a excepciéon de la utilizacion de colorantes con las correspondientes
estructuras, respectivamente, en lugar del colorante 107. La sintesis de los colorantes que sustituyen el colorante
107 también se llevé a cabo de la misma manera que en la sintesis del colorante 107 (Esquema 5 en el ejemplo
6), a excepcion de que las estructuras de los materiales de partida cambiaron de manera adecuada. Ademas, los
compuestos 113 y 120 presentan las mismas estructuras que las de los compuestos 113 y 120 de los respectivos

ejemplos descritos anteriormente, respectivamente.

( n QO
(T
Colorante - T
Sw
—.-N-!-

CH,
(113)
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HN—S

H,CO E.,l 20 C
Colorante i U —_—
- S
/N
-_-N+
\

|

CHj
(1 23)
HN—3
(/7
H3CO N 0 cl
Colorante — —_—
= Se
7\
CH;
(124)

[0177] Con respecto a los compuestos 113, 120, 122, 123, y 124, se sintetizaron los ODN, cada uno de los
cuales estaba representado por una secuencia de 5'-d(CGCAATX»TAACGC)-3’, donde X es 113, 120, 122, 123,
6 124, y n es la longitud del enlazador. Un ODN representado por una secuencia de 5'-
d(CGCAAT[113](nTAACGC)-3’ es idéntico al ODN1 mencionado anteriormente. Un ODN representado por una
secuencia de 5-d(CGCAAT[120]nTAACGC)- es idéntico al ODN6 mencionado anteriormente. Un ODN
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representado por una secuencia de 5-d(CGCAAT[122])TAACGC)-3' se refiere como un "ODN8". Un ODN
representado por una secuencia de 5-d(CGCAAT[123]»)TAACGC)-3' se refiere como un "ODN9". Un ODN
representado por una secuencia de 5-d(CGCAAT[124],nTAACGC)-3’ se refiere como un "ODN10". Con respecto
a cada uno de los ODN1, ODN6, ODN8, ODN9, y ODN10, se sintetizaron los ODN con longitudes de enlazador
nde 3, 4, 5, y 6, respectivamente

[0178] Con respecto a cada uno de los ODN1 (n=4), ODN6 (n=4), ODN8 (n=4), ODN9 (n=4), y ODN10 (n=4),
después de dejar que cada uno de ellos formara un doble enlace junto con una cadena complementaria, ODN1’,
se midio el espectro de emision de fluorescencia. Las condiciones de medicion fueron las mismas que las
empleadas en cada ejemplo descrito anteriormente a excepcion de la longitud de onda de excitacion. El
resultado se indica en la tabla 9 siguiente. En la tabla 9, Ex indica longitud de onda de excitacién y En, indica la
longitud de onda maxima de la emision de fluorescencia. La longitud de onda de excitacion Ey se fijé para que
fuera casi igual a la longitud de onda maxima Amax de absorcion.

Tabla 9
Estructura de la doble cadena Ex Em

5’-d(CGCAAT[113]4TAACGC-3’ 514 nm 528 nm
(ODN1 (n =4 )/ODN1

5'-d(CGCAAT[120](4)TAACGC-3 650 nm 654 nm
(ODN6 (n=4)/ODNT

5'-d(CGCAAT[122](4)TAACGC-3 436 nm 456 nm
(ODN8 (n=4)/ODNT

5'-d(CGCAAT[123](4)TAACGC-3 534 nm 563 nm
(ODN9 (n=4)/ODNT

5-d(CGCAAT[124](4)TAACGC-3’ 541 nm 563 nm

(ODN10(n=4)/ ODN1’

[0179] Tal como se puede observar de la tabla 9, cuando los respectivos ODN formaron cada uno una doble
cadena, mostraron diferentes longitudes de onda maximas En, de emision de fluorescencia entre si en un
intervalo amplio de longitudes de onda desde 456 nm a 654 nm. Es decir, fue posible llevar a cabo una deteccion
multicolor de ADN de cadena complementarias utilizando los ODN sintetizados en este ejemplo (ejemplo 24).
Ademas, con respecto a los compuestos (cadenas de ADN) 113, 120, 122, 123, y 124, asi como ODN1, ODNG,
ODN8, ODN9, y ODN10 de este ejemplo de referencia, se confirmé su uso de la misma manera que en los
ejemplos respectivos descritos anteriormente, por ejemplo, la detecciéon de ARN de cadena complementaria,
analisis por transferencia de puntos y la detecciéon de ARNm intracelular mediante multicolor.

Aplicabilidad industrial

[0180] Tal como se ha descrito anteriormente, la presente invencién puede proporcionar una sustancia
marcadora que permite, por ejemplo, que la estructura de doble hélice de un acido nucleico sea detectada de
manera eficaz. La presente invencion también puede proporcionar un método de deteccion de acido nucleico y
un kit, que utilizan la sustancia marcadora descrita anteriormente. El compuesto o acido nucleico de la presente
invencién presenta una estructura caracteristica mostrada en las férmulas (1), (1b), (1c), (16), (16b), (17) y (17b),
se manera que se pueden utilizar como, por ejemplo, una sustancia marcadora que permite que la estructura de
doble hélice de un acido nucleico se detecte de manera eficaz. Dado que la sustancia marcadora de la presente
invencién es excelente en la sensibilidad de la deteccion de un acido nucleico, se puede utilizar para una gama
amplia de aplicaciones, por ejemplo, el estudio, uso clinico, diagndstico, deteccidon génica in vitro y deteccion
génica in vivo. Ademas, la utilizacion del compuesto y acido nucleico de la presente invencion no se limita a los
mismos y se pueden utilizar para cualquier aplicacion.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0181]

<110> RIKEN

<120> Compuesto mononucledsido o derivado de mononucleétido, acido nucleico, sustancia marcadora, método
de deteccion de acido nucleico y kit
<130> TF07054-01

<150> JP 07/059921

<151> 2007-03-09

<150> JP 07/246253

<151> 2007-09-21

<150> JP 07/335352

<151> 2007-12-26

<160> 13

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1
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<211>13

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligomero de ADN
<220>

<221> misc_feature
<222> (7) .. (7)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 1

cgcaatntaa cgc 13

<210> 2

<211> 13

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligomero de ADN
<400> 2

gcgttaaatt gcg 13

<210> 3

<211>13

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligomero de ADN
<220>

<221> misc_feature
<222> (7) .. (8)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 3

ttttttnntt ttt 13

<210> 4

<211>13

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligomero de ADN
<220>

<221> misc_feature
<222> (7) .. (7)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 4

ttttttnttt ttt 13

<210>5

<211> 13

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligémero de ADN
<400> 5

aaaaaaaaaa aaa 13
<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligémero de ADN
<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (11)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 6

tgaagggctt ntgaactctg 20
<210>7

<211> 20

<212> ADN
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<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligébmero de ADN

<400> 7

cagagttcaa aagcccttca 20

<210> 8

<211>13

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligbmero de ADN

<220>

<221> misc_feature

<222> (7) .. (8)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 8

cgcaatnnaa cgc 13

<210>9

<211> 28

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligbmero de ADN

<220>

<221> misc_feature

<222> (8) .. (8)

<223> n representa pirimidina modificada
<220>

<221> misc_feature
<222>(19) .. (19)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 9

gcctectnca gcaaatcena ccggegtg 28
<210> 10

<211> 28

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligbmero de ADN

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> n representa pirimidina modificada
<220>

<221> misc_feature
<222>(19) .. (19)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 10

cctcccaagn getgggatna aaggegtg 28
<210> 11

<211> 95

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de ADN

<400> 11

gccggtagtg gtggegcacqg ccggtaggat ttgetgaagg aggcagagge aggaggatca

ES 2 385268 T3

cgagttcgag gccagectgg gctacacatt ttttt

<210> 12
<211> 95
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
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gccgggcatg gtggcgcacg cctttaatce cagcacttgg gaggcagagg caggcggatt
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tctgagttcg aggccagect ggtctacaga gtgag

<210> 13

<211>49

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Oligomero de ADN

<220>

<221> misc_feature

<222> (25) .. (25)

<223> n representa pirimidina modificada
<400> 13

tetttttttt ttttttttet tttnttttt tittttttet ttttttttt 49
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico que comprende por lo menos una de las estructuras representadas por las siguientes formulas
(16), (16b), (17) o (17b); un tautdmero o estereosidomero del acido nucleico; o una sal del acido nucleico, el
5 tautdmero o el estereoisdmero:

212
/
2
10
2M— NP—p—p
15
/ 1
v p—o0O
20 |
o E
25
/ -
30
(16)
35
212
/
2

0 I

45

“ JONEE

55

60
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O—‘IU=O

(17)

| |
L .
B/ -
) 212
| B/iz
‘ ‘ HN
E

(170b)

2T

en el que en las formulas (16), (16b), (17) y (17b),

B es un grupo atomico que tiene un esqueleto de nucleobases naturales (adenina, guanina, citosina, timina o
uracilo) o un esqueleto de nucleobases artificiales,

z" y Z'? son cada uno un atomo de hidrégeno, un grupo protector o un grupo atémico que muestra fluorescencia
y muestra un efecto de excitén, y pueden ser idénticos o diferentes entre si,

L" L2 y L® son cada uno un enlazador (un atomo o un grupo atémico de enlace), la longitud de la cadena
principal (el nimero de atomos de la cadena principal) es arbitraria, cada uno puede contener o no uno entre C,
N, O, S, P, y Si en la cadena principal, cada uno puede contener o no uno entre un enlace simple, un doble
enlace, un triple enlace, un enlace amida, un enlace éster, un enlace disulfuro, un grupo imino, un enlace éter, un
enlace tioéter, un enlace tioéster en la cadena principal, y L', L2 y L3 pueden ser idénticos o diferentes entre si,
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Des CR, N, P, P=0, B, 0 SiR, y R es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo o un sustituyente arbitrario,

b es un enlace simple, un doble enlace o un triple enlace, o

en la férmula (16) y (16b), L' y L2 son cada uno un enlazador, L*, D, y b pueden no estar presentes, y L' y L2
pueden estar unidos directamente a B,

en el que en la formula (16) y (17),

E es un grupo atomico que tiene un esqueleto de desoxirribosa, un esqueleto de ribosas, o una estructura
derivada de cualquiera de ellos y por lo menos un atomo de O en un enlace de acido fosférico puede estar
sustituido por un atomo de S,

en las formulas (16b) y (17b),

E es un grupo atémico que tiene una estructura peptidica o una estructura peptoide, y

en las formulas (17) y (17b),

las respectivas B pueden ser idénticas o diferentes entre si, y los respectivos E pueden ser idénticos o diferentes
entre si.

2. Acido nucleico segun la reivindicacion 1,

en el que en las formulas (16) y (17), E es un grupo atémico que tiene una estructura de cadena principal de
ADN, ADN modificado, ARN, ARN modificado o LNA;

un tautdmero o estereoisdmero del compuesto; o

una sal del compuesto, el tautémero o el estereoisémero,

en el que en las formulas (16b) y (17b), E es un grupo atdmico que tiene una estructura de cadena principal de
PNA (acido nucleico de péptido);

un tautdmero o estereoisdémero del compuesto; o

una sal del compuesto, el tautémero o el estereoisomero.

3. Acido nucleico segun la reivindicacién 1, en el que en las férmulas (16), el grupo atémico representado por:

—8B

\
O—1v=—0
o]

es un grupo atémico representado por las siguientes formulas (2-1) o (3-1),

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 385268 T3

Q—-J:O

] T

(2—1)

Q—'J:O

{
\

en la formula (16b), un grupo atémico representado por:

(3—1)
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H
* N

©

es un grupo atémico representado por la siguiente formula (4-1),

(4—1)

en la féormula (17), un grupo atémico representado por:
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i 4
. P—O0
|
O
<|3| B
o T——
|
0]

es un grupo atémico representado por las siguientes formulas (2b-1) o (3b-1),

(2b—1)
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O—1=—0

(3b—1)

en la formula (17b), un grupo atémico representado por:

es un grupo atémico representado por la siguiente férmula (4b-1),
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NH /

(4b—1)

en las formulas (2-1), (3-1), (4-1), (2b-1), (3b-1), y (4b-1),

B son idénticas a las de, respectivamente, en la férmula (16), (16b), (17) y (17b),

en las formulas (2-1) y (2b-1),

A es un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo, o un grupo atractor de electrones,

en las formulas (3-1) y (3b-1),

My J son cada uno CH,, NH, O, o0 S y pueden ser idénticos o diferentes entre si, y

en las formulas (2-1), (3-1), (2b-1), y (3b-1),

por lo menos un atomo de O contenido en un enlace de acido fosforico puede estar sustituido por un atomo de S;
un tautdmero o estereoisémero del compuesto; o

una sal del compuesto, el tautémero o el esterecisémero.

4. Acido nucleico segun la reivindicacién 1 a 3, representado por las siguientes formulas (16-1), (16-2), (16b-1),

(16b-2), (17-1) o (17b-1); un tautdmero o estereoisémero del compuesto; o una sal del compuesto, el tautdémero o
el estereoisémero:
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zl2
\
NH
fr
H
N N
b
\B
o O
/|l
T O
O
O
(16—1)

Q—'u=o

(16—2)
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212

it

m
H
H N N
Zw«-N\@I/ \(,): W"/\D\B
o)

©

(16b—1)

21‘1\‘\ /212
H/ﬁn\a/@m\ N

(L6b—2)
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_/211
/f-)l\u

(17—1)
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(17b—1)

en el que en las formulas (16-1), (16-2), (16b-1), (16b-2), (17-1), y (17b-1),

las longitudes de cadena |, m, y n son arbitrarias y pueden ser idénticas o diferentes entre si, los enlazadores
pueden contener o no uno de C, N, O, S, P, y Si en la cadena principal, los enlazadores pueden contener o no
uno de un enlace simple, un doble enlace, un triple enlace, un enlace amida, un enlace éster, un enlace disulfuro,
un grupo imino, un enlace éter, un enlace tioéter y un enlace tioéster en la cadena principal, y

B, E, Z"" y Z"? son idénticos a los de las formulas (16), (16b), (17) o (17b), respectivamente,

en las formulas (16-1) y (16b-1), b es idéntico al de la formula (16) o (16b).

5. Acido nucleico segun la reivindicacién 1 a 4, en el que z" y Z"? son cada uno independientemente un grupo
derivado de naranja de tiazol, amarillo de oxazol, cianina, hemicianina, otro colorante de cianina, rojo de metilo,
colorante azo, o un derivado de los mismos

un tautdmero o estereoisdmero del compuesto; o

una sal del compuesto, el tautémero o el esterecisémero.

6. Acido nucleico segun la reivindicacién 1 a 4, en el que z" y Z"? son cada uno independientemente un grupo

atomico representado por cualquiera de las siguientes formulas (7) a (9): un tautébmero o estereoisémero del
compuestos o una sal del compuesto, el tautébmero o el estereoisémero:
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(8)

(7)
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R19

R4 R11

(9)

enel %ue en las formulas (7) a (9),

X' y X“ son cada uno S u O y pueden ser idénticos o diferentes entre si,

n es 0 0 un numero entero positivo,

R'aR'" y R™ a R*" son cada uno independientemente un 4tomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un grupo
alquilo inferior, un grupo alcoxi inferior, un grupo nitro, o un %rupo amino,

uno de R" y R es un grupo de enlace que se une a L' o L* en las férmulas (16), (16b), (17) o (17b) o NH en las
férmulas (16-1), (16-2), (16b-1), (16b-2), (17-1) o (17b-1), y el otro es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
inferior,

cuando una pluralidad de R' estan presentes en la formula (7), (8), o (9), pueden ser idénticos o diferentes entre
si,

cuando una pluralidad de R'® estan presentes en la formula (7), (8), o (9), pueden ser idénticos o diferentes entre
si, y

X1, X2 y R'aR? enZz" y X1, NG y R'aR? en z" pueden ser idénticos o diferentes entre si, respectivamente,

en el que opcionalmente en las férmulas (7) a (9), en R'aR? el grupo alquilo inferior es un grupo alquilo lineal o
ramificado con un numero de carbonos de 1 a 6, y el grupo alcoxi inferior es un grupo alcoxi lineal o ramificado
con un numero de carbonos de 1 a 6;y

en el que opcionalmente en las féormulas (7) a (9), en R y R", el grupo de enlace es un grupo de
polimetilencarbonilo con un nimero de carbonos de por lo menos 2 y se unen a L' o L? en las formulas (16),
(16b), (17) o (17b) o NH en las formulas (16-1), (16-2), (16b-1), (16b-2), (17-1) o (17b-1), por un grupo carbonilo
de los mismos.

7. Acido nucleico segun la reivindicacion 1 a 6, que tiene una estructura representada por la siguiente férmula

(10-1) o (10-2);
un tautdmero o estereoisémero del compuesto; o una sal del compuesto, el tautémero o el estereoisémero:
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en el que en la formula (10-1),
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E, 2" y Z'? son idénticos a los utilizados en la formula (16), respectivamente;
en la féormula (10-2),
E, z" y Z"? son idénticos a los utilizados en la formula (16b), respectivamente.

8. Acido nucleico segun la reivindicacién 1 a 6, en el que en las férmulas (16), (16b), (17) y (17b), B es una
estructura representada por Py, derivado de Pyr, Pu, o derivado de Pu; un tautdmero o esterecisémero del
compuesto; o una sal del compuesto, el tautémero, o el esterecisomero:

en el que

el Py es un grupo atdomico que tiene un enlace covalente a E en una posicion 1 y un enlace covalente a un grupo
enlazador en una posicién 5 en un anillo de seis miembros representado por la siguiente formula (11),

el derivado de Pyr es un grupo atémico en que por lo menos uno de todos los atomos del anillo de seis miembros
de la Py ha sido sustituido por un atomo de N, C, S, u O, y el atomo de N, C, S, u O puede tener opcionalmente
una carga eléctrica, un atomo de hidrégeno, o un sustituyente,

la Pu es un grupo atémico que tiene un enlace covalente a E en una posicién 9 y un enlace covalente a un grupo
enlazador en una posicion 8 en un anillo condensado representado por la siguiente féormula (12), y

el derivado de Pu es un grupo atémico en que por lo menos uno de todos los atomos del anillo de cinco
miembros de Pu ha sido sustituido por un atomo de N, C, S, u O, y el atomo de N, C, S, u O puede tener
opcionalmente una carga eléctrica, un atomo de hidrégeno, o un sustituyente,

5 : Y °
| X 3 B/er1
6 N"1/ 2 :Ng s N22
| I
(11) (12)

estando el acido nucleico representado por las siguientes féormulas (13-1), (13-2), (14-1) o (14-2):

212
HN/
O
11
H H Py o derivado de Py
I
* T__O
o

(13—1)
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0O
Z\ N
\N/\/ \/\N)J\’;.\ .
P o derivado de Py
H H y
/ H
N
\@

(13~—2)

212
HN

@]
1 N
H H

Pu o derivado de Pu

(14—1)

O—1v—0

S
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Z'IE
HN

H H PU o derivado de Pu

ZT

N~

(14—2)

en el que en las formulas (13-1) y (14-1),
E, z" y Z"? son idénticos a los de la formula (16), respectivamente; en la férmula (13-2) y (14-2),
E, z" y Z"? son idénticos a los de la formula (16b), respectivamente.

9. Sustancia marcadora que emite fluorescencia con dos estructuras quimicas planas contenidas en una
molécula, que no existen en el mismo plano, sino con un cierto angulo formado entre las mismas, localizadas de
manera que estan dispuestas en el mismo plano cuando la molécula experimenta una intercalacion o unién en
los surcos a un acido nucleico,

en la que la sustancia marcadora esta formada preferiblemente de por lo menos dos grupos moleculares
colorantes que no muestran emision de fluorescencia debido al efecto de excitén obtenido cuando por lo menos
dos moléculas colorantes se agregan en paralelo entre si, pero muestran emision de fluorescencia
destruyéndose el estado de agregacién cuando las moléculas experimentan una intercalaciéon o unién en los
surcos a un acido nucleico,

en el que la sustancia marcadora es:

el acido nucleico segun la reivindicacion 1, en el que z" y Z"? son cada uno un grupo atémico que muestra
fluorescencia y muestra un efecto de exciton;

un tautdmero o estereoisomero del acido nucleico;

o una sal del acido nucleico, el tautdbmero o el estereoisomero.

10. Sustancia marcadora compleja que tiene, como estructura quimica caracteristica, una estructura quimica de
por lo menos dos moléculas colorantes contenidas en una molécula, sin mostrar las por lo menos dos moléculas
colorantes emision de fluorescencia debido al efecto de excitéon obtenido cuando se agregan en paralelo entre si,
pero mostrando emision de fluorescencia destruyéndose el estado de agregaciéon cuando las moléculas
experimentan una intercalacion o union en los surcos a un acido nucleico,

teniendo opcionalmente la sustancia marcadora compleja una estructura en que por lo menos dos moléculas
colorantes estan unidas a una molécula enlazadora unida a un acido nucleico a marcar, con una molécula
enlazadora adicional interpuesta entre las mismas para tener una estructura ramificada, o unidas directamente a
las mismas sin molécula de enlace adicional interpuesta entre las mismas, en la que las moléculas colorantes
son cada una la sustancia marcadora descrita en la reivindicacion 9.

11.Sustancia marcadora seleccionada entre mononucleétido marcado, oligonucleétido marcado, un &cido

nucleico marcado y un analogo de acido nucleico marcado, en la que la sustancia marcadora esta marcada con:
la sustancia marcadora segun la reivindicacion 9;
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el acido nucleico segun la reivindicaciéon 1, en el que z" y Z"? son cada uno un grupo atémico que muestra
fluorescencia y un efecto de exciton;

un tautdmero o estereoisémero del acido nucleico; o

una sal del acido nucleico, el tautobmero o el estereoisémero,

opcionalmente con una molécula de enlace unida a un atomo de carbono en una posiciéon 5 de un nucleo de
pirimidina o un atomo de carbono en una posicidon 8 de un nucleo de purina de por lo menos una molécula base
contenida en un mononucledtido, oligonucleétido, acido nucleico o un analogo de acido nucleico.

12. Método de deteccién de un acido nucleico, que comprende las etapas de:

llevar a cabo una sintesis de acido nucleico utilizando, como sustrato, la sustancia marcadora segun las
reivindicaciones 9 u 11 que es un mononucleétido marcado u oligonucleétido marcado, sintetizando asi un acido
nucleico de doble cadena al que esta unido el grupo atémico que muestra fluorescencia o la estructura molecular
colorante mediante intercalacion o union en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;
y

detectar la sintesis de acido nucleico mediante la comparacion de las intensidades de fluorescencia entre si que
se obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico de doble cadena.

13. Método de deteccidn de un acido nucleico, que comprende las etapas de:

llevar a cabo la sintesis de acido nucleico mediante la hibridacion, como un primer acido nucleico, de la sustancia
marcadora segun la reivindicacién 11 que es un 4cido nucleico de cadena sencilla, a un segundo acido nucleico
que tiene una secuencia complementaria al primer &cido nucleico o una secuencia analoga a la secuencia
complementaria, sintetizando asi un acido nucleico de doble cadena al que esta unido el grupo atémico que
muestra fluorescencia o la estructura molecular colorante mediante intercalaciéon o unién en los surcos;

medir la intensidad de fluorescencia antes y después de la etapa de sintetizar el acido nucleico de doble cadena;

y

detectar la hibridacién entre el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico mediante la comparacién de las
intensidades de fluorescencia entre si que se obtienen antes y después de la etapa de sintesis del acido nucleico
de doble cadena.

14. Kit que comprende:

una unidad de sintesis de acido nucleico;

una sustancia marcadora; y

una unidad de medicion de intensidad de fluorescencia,

en el que la sustancia marcadora es la sustancia marcadora segun las reivindicaciones 9 6 11.
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