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DESCRIPCION
Oligonucledtidos modificados para discriminacion de desapareamiento.
Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional Numero de serie 60/186.046, presentada el 1
de marzo de 2000 y la solicitud nimero de serie 09/724.959, presentada el 28 de noviembre de 2000.

Indicacion de los derechos de invencion realizada bajoinvestigacion y desarrollo patrocinados federalmente
No aplicable
Antecedentes de lainvencion

La presente solicitud se enmarca en el campo de la biologia molecular relacionada con el uso de oligonuclettidos
como sondas y cebadores en ensayos en fase liquida, sélida y mixta. La solicitud se refiere ademas al uso de bases
de acidos nucleicos modificadas y oligonucledtidos modificados para mejorar las propiedades de hibridacion y las
capacidades discriminatorias de oligonucle6tidos que se emplean en matrices y como sondas y cebadores.

Muchas técnicas actualmente en uso en la biologia molecular emplean oligonucleétidos como sondas y/o cebadores.
A menudo resulta ventajoso, en la practica de estas tecnologias, podere distinguir entre dos 0 mas secuencias que
estan relacionadas pero que se diferencian en uno o mas nucledtidos. Por ejemplo, muchas mutaciones de
importancia clinica se diferencian s6lo en un Unico nucleétido de a la secuencia de tipo salvaje. Los polimorfismos en
los genomas de mamifero a menudo también se caracterizan por diferencias en la secuencia de uno o unos pocos
nucleédtidos. La capacidad para realizar tal distincion se conoce como discriminacion de desapareamientos. En
términos practicos, la discriminacion de desapareamientos describe la propiedad mediante la cual un oligonucle6tido
de secuencia definida, a una rigurosidad concreta, se hibrida con gran fuerza (una manifestacion de ello es que los
hibridos tienen un alto punto de fusién) con una secuencia diana con la que es complementaria a lo largo de su
longitud completa (un hibrido perfecto o un apareamiento perfecto), pero se hibrida, de una manera detectable, de
forma més débil con una secuencia diana que no es complementaria con la secuencia del oligonucleétido en uno o
unos pocos nucleétidos (un desapareamiento). Las diferencias en la fuerza de hibridacion son tales que puede
seleccionarse una rigurosidad concreta en la que un apareamiento perfecto es detectable como un hibrido y un
desapareamiento no puede formar un hibrido.

En un daplex de &cido nucleico, cada par de bases contribuye a la estabilidad. Por tanto, cuanto mas corto sea el
duplex, mayor sera la contribucién relativa de cada par de bases individual a la estabilidad del duplex. Como
resultado, la diferencia en la estabilidad entre un apareamiento perfecto y un desapareamiento sera mayor para
oligonucleétidos mas cortos. Sin embargo, los oligonucleétidos cortos se hibridan de forma débil, incluso con una
secuencia perfectamente complementaria, y por tanto deben hibridarse bajo condiciones de rigurosidad reducida.
Por tanto, el poder discriminatorio potencial de oligonucleétidos cortos no puede obtenerse con facilidad excepto
bajo condiciones de baja rigurosidad.

En la técnica se necesitan nuevos procedimientos para la discriminacion de desapareamientos, en particular
desapareamientos de un Unico nucleétido, bajo condiciones de alta rigurosidad, por ejemplo, a las elevadas
temperaturas caracteristicas de la mayoria de las reacciones de amplificacion de &cidos nucleicos. De forma
sorprendente, la presente invencién proporciona dichos procedimientos, junto con nuevos reactivos y composiciones
que pueden utilizarse en los procedimientos.

Sumario de lainvencién

La presente invencion proporciona una serie de oligonucleotidos modificados como se menciona en la reivindicacion
1, que se ha descubierto que poseen unas propiedades y una utilidad excepcionales en una diversidad de ensayos.
Por consiguiente, la presente invencion también proporciona procedimientos para utilizar los oligonucleétidos
modificados descritos en la presente.

En un aspecto, la presente invencion proporciona oligonucledtidos modificados que tienen al menos dos bases
seleccionadas de base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida y 3-sustituida como se menciona en la
reivindicacion 1. En realizaciones preferidas, los oligonucledtidos que tienen bases modificadas comprenderan
ademas otros restos, tales como marcadores detectables, extintores de fluorescencia y de quimioluminiscencia y/o
ligantes del surco menor y/u otros tipos de bases modificadas o analogos de bases.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona oligonucleétidos modificados que tienen al menos una base de
pirimidina 5-sustituida y al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida como se menciona en la
reivindicacion 1. En realizaciones preferidas, estos oligonucleétidos modificados comprenderan ademas otros restos
(como anteriormente) tales como marcadores extintores de fluorescencia y quimioluminiscencia y/o ligantes de
surco menor detectables.
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En otro aspecto, la presente invencidon proporciona procedimientos para distinguir polinucleétidos que tienen
secuencias relacionadas.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona procedimientos para detectar la presencia de una secuencia
diana en un polinucledtido.

En otros aspectos mas, la presente invencion proporciona procedimientos para la extension de cebadores, y
procedimientos para determinar la secuencia de nucleétidos de un polinucledétido.

En aspectos relacionados mas, la presente invencion proporciona procedimientos para estudiar la expresion génica
en una célula, y procedimientos para identificar una mutaciéon o un polimorfismo en una secuencia diana de un gen
de interés.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona una serie de bases modificadas que son Utiles para preparar
oligonucleétidos modificados para los procedimientos descritos en la presente y otros procedimientos y ensayos
convencionales.

En otro aspecto mas, la presente invencién proporciona matrices de oligonucleétidos modificados en las que los
miembros de la matriz tienen unas Tn diferente aproximadamente en 1-2 °C, y unas longitudes diferentes
aproximadamente en 1-2 bases entre ellos. También se proporcionan procedimientos para determinar las
secuencias de los miembros de la matriz.

Breve descripcion de lainvencion

Las figuras 1A y 1B proporcionan las estructuras de varias bases modificadas y sus abreviaturas. La linea
ondulada se utiliza para indicar la posicion de un resto azdcar unido (sin proteger, protegido, activado y
similares).

La figura 2 es una gréfica que ilustra el equilibrio de la T, de sondas de 8 meros ricas en GC y ricas en AT
con diferentes combinaciones de MGB, PPPA y PU.

La figura 3 es un gréfica que ilustra una ventaja lograda mediante el uso de PPPA y PPG en sondas
oligonucleotidicas modificadas con MGB. Como puede observarse en la figura, las bases modificadas
permiten acortar la sonda que muestre una mayor discriminacion de desapareamientos en una PCR a
tiempo real. A es PPPA 'y G es PPG. Sonda FAM modificada con MGB = SEQ ID NO:1; complemento de la
sonda FAM modificada con MGB = SEQ ID NO:2; complemento de la sonda FAM modificada con MGB que
contiene PPPA y PPG = SEQ ID NO:3; sonda FAM modificada con MGB que contiene PPPA 'y PPG = SEQ
ID NO:4.

La figura 4 ilustra un ensayo Invader™ en que pueden utilizarse los oligonucleétidos modificados de la
invencion.

La figura 5 ilustra la comparacion de la actuacion de la sonda de Invader™ con diferentes nimeros de
PPG.

Descripcion de la invencién
Abreviaturas y definiciones

Las abreviaturas para una serie de bases modificadas descritas en la presente se proporcionan como sigue (las
estructuras de estas bases se muestran en las figuras 1A y 1B): 6-amino-3-prop-1-inil-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-
4-ona, PPPG; 6-amino-3-(3-hidroxiprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, HOPPPG; 6-amino-3-(3-
aminoprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, NHPPPG; 4-amino-3-(prop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina,
PPPA; 4-amino-3-(3-hidroxiprop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, HOPPPA; 4-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)pirazolo[3,4-
d]pirimidina, NHPPPA; 3-prop-1-inilpirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamino, (NH.),PPPA; 2-(4,6-diaminopirazolo[3,4-
d]pirimidin-3-il)etin-1-ol, (NH2).PPPAOH; 3-(2-aminoetinil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina, (NH2).PPPANH;; 5-
prop-1-inil-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, PU; 5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, HOPU; 6-amino-
5-prop-1-inil-3-dihidropirimidin-2-ona, PC; 6-amino-5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, HOPC; y 6-
amino-5-(3-aminoprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, NH2PC; 5-[4-amino-3-(3-metoxiprop-1-inil)pirazol[3,4-
d]pirimidinil]-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol, CH3OPPPA,; 6-amino-1-[4-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-3-(3-
metoxiprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, CH3OPPPG; 5-(4-hidroxibut-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2,4-
diona, HOBuU; 6-amino-5-(4-hidroxibut-1-inil)-3-hidropirimidin-2-ona, HOBuUC; 4-(4-aminopirazolo[3,4-d]pirimidin-3-
il)but-3-in-1-ol, HOBUPPA;  6-amino-3-(4-hidroxibut-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ol, HOBUPPG; 4-(4,6-
diaminopirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)but-3-in-1-ol, (NH2).BuPPAOH.

A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos empleados en la memoria y en las reivindicaciones
tienen los significados que aparecen a continuacion.

El término “alquilo” se refiere a un radical hidrocarbonado monovalente saturado lineal, ramificado o ciclico o una
combinacién de radicales hidrocarbonados monovalentes saturados ciclicos y lineales o ramificados, que tienen el
numero de atomos indicado en el prefijo. Por ejemplo, alquilo(C1-Cg) pretende incluir metilo, etilo, n-propilo, 2-propilo,
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terc-butilo, pentilo, ciclopentilo, ciclopropilmetilo y similares. Para cada una de las definiciones de la presente (por
ejemplo, alquilo, alquenilo, alcoxi, aralquiloxi), cuando no se incluye un prefijo para indicar el nimero de atomos de
carbono de la cadena principal en una porcién alquilica, el radical o su porcion tendra ocho o menos atomos de
carbono de la cadena principal.

El término “alquileno” significa un radical hidrocarbonado divalente saturado lineal o un radical hidrocarbonado
divalente saturado ramificado, que tienen el nimero de atomos indicado en el prefijo. Por ejemplo, alquileno(C1-Cs)
pretende incluir metileno, etileno, propileno, 2-metilpropileno, pentileno y similares.

El término “alquenilo” significa un radical hidrocarbonado monovalente lineal o un radical hidrocarbonado
monovalente ramificado, que tienen el nimero de atomos indicado en el prefijo y que contiene al menos un doble
enlace. Por ejemplo, alquenilo(C,-Cs) pretende incluir etenilo, propenilo y similares.

El término “alquinilo” significa un radical hidrocarbonado monovalente lineal o un radical hidrocarbonado
monovalente ramificado que contiene al menos un triple enlace, y que tienen el nimero de atomos indicado en el
prefijo. Por ejemplo, alquinilo(C»-Cs) pretende incluir etinilo, propinilo y similares.

Los términos “alcoxi”, “alquilamino” y “alquiltio” (o tioalcoxi) se emplean con su sentido convencional, y se refieren a
los grupos alquilo unldos al resto de la molécula a través de un d&tomo de oxigeno, un grupo amino o un atomo de
azufre, respectivamente. De forma similar, el término dialquilamino se refiere a un grupo amino que tiene dos grupos
alquilo unidos que pueden ser iguales o diferentes.

El término “arilo” significa un radical hidrocarbonado aromatico monociclico o biciclico monovalente de 6 a 10
atomos del anillo que no esta sustituido o esta sustituido independientemente con uno a cuatro sustituyentes,
preferiblemente uno, dos o tres sustituyentes seleccionados de alquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, halégeno, nitro,
ciano, hidroxi, alcoxi, amino, acilamino, monoalquilamino, dialquilamino, haloalquilo, haloalcoxi, heteroalquilo, COR
(en el que R es hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, fenilo o fenilalquilo), -(CR'R”),-COOR (en el que n
es un numero entero de 0 a 5, R’ y R” son independientemente hldrogeno o alquilo, y R es hidrégeno, alquilo,
cicloalquilo, cicloalquilalquilo, fenilo o fenilalquilo), o -(CR'R”), CONR R® (en el que n es un nimero entero de 0 a 5,
R’y R” son independientemente hidrogeno o alquilo, y R* y R” son independientemente hidrégeno, alquilo,
cicloalquilo, cicloalquilalquilo, fenilo o fenilalquilo). De forma mas especifica, el término arilo incluye, pero no se limita
a fenilo, bifenilo, 1-naftilo y 2-naftilo, y sus formas sustituidas. De manera similar, el término “heteroarilo” se refiere a
los grupos arilo en los que uno o mas heteroatomos o grupos funcionales de heterodtomos han reemplazado a un
carbono del anillo pero manteniendo las propiedades aromaticas, por ejemplo piridilo, quinolinilo, quinazolinilo, tienilo
y similares. Para ser mas breves, el término arilo, cuando se emplea en combinacién con otros radicales (por
ejemplo, ariloxi, arilalquilo), pretende incluir grupos arilo y grupos heteroarilo segun se describi6é anteriormente.

El término “arilalquilo” se refiere a un radical -R? R° enel que R? es un grupo alquileno (que tiene el nimero |nd|cado
de atomos de carbono, o si no se especifica tiene seis 0 menos atomos de carbono en la cadena principal), y R" es
un grupo arilo como se define en la presente. Los ejemplos de grupos arilalquilo incluyen bencilo, feniletilo, 3-(3-
clorofenil)-2-metilfenilo y similares.

De manera similar, el término “arilalquenilo” significa un radical -R°R" en el que R* es un grupo alquenileno, y R’ es
un grupo arilo como se define en la presente, por ejemplo, 3-fenil-2-propenilo y similares.

Un “arilheteroalquilo” significa un radical -R°R®, en el que R® es un grupo heteroalquileno (que tiene el nimero
indicado de atomos de carbono), y R® es un grupo arilo como se define en la presente, por ejemplo, 2-hidroxi-2-
feniletilo, 2-hidroxi-1-hidrometil-2-feniletilo y similares.

El término “ariloxi” se refiere a un radical -OR, en el que R es un grupo arilo, por ejemplo, fenoxi, naftiloxi y similares.

El prefijo “halo” y el término “halégeno”, cuando se emplean para describir un sustituyente, se refieren a -F, -Cl, -Br e
-1,

El término “heteroalquilo” se refiere a un radical alquilo como se deflne en la presente con uno, dos o tres
sustituyentes seleccionados independientemente de ciano, -OR?, -NR°R®, y -S(O),R (en el que n es un nimero
entero de 0 a 2), entendiendo que el punto de union del radical heteroalquno es a través de un atom de carbono del
radical heteroalquilo. R® es hidrégeno, alquilo, arilo o arilalquilo. R® es hidrégeno, alquno arilo, arilalquilo,
alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo, carboxamido, mono- o dialquilcarbamoilo o alquilsulfonilo. R% es hidrégeno (con la
condicion de que n sea 0), alquilo, arilo, arilalquilo, amino, monoalquilamino, dialquilamino o hidroxialquilo. Los
ejemplos representativos incluyen, por ejemplo, 2-hidroxietilo, 2,3- d|h|dr0X|prop|Io 2-metoxietilo, benciloximetilo, 2-
cianoetilo y 2-metilsulfoniletilo. Para cada uno de los anteriores, R?, R R® y RY pueden estar también sustituidos con
NH, flior, alquilamino, dialquilamino, OH o alcoxi. Ademas, el prefljo que indica el nimero de atomos de carbono
(por ejemplo, C1-Ci0) se refiere al ndmero total de atomos de carbono en la porcion del grupo heteroalquilo
excluyendo las porciones de ciano, -OR?, -NR°R®, 0 S(O)n

El término “heterociclilo” se refiere a un radical ciclico no aromatico saturado o insaturado de 3 a 8 atomos del anillo
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en el que uno o dos atomos del anillo son heteroatomos seleccionados de O, NR (en el que R es
independientemente hidrégeno o alquilo), o S(O)» (en el que n es un nimero entero de 0 a 2), siendo el resto de los
atomos del anillo C, en el que uno o dos atomos de C pueden estar opcionalmente reemplazados por un grupo
carbonilo. El anillo heterociclilo puede estar opcionalmente sustituido independientemente con uno, dos o tres
sustituyentes seleccionados de alquilo, halégeno, nitro, ciano, hidroxi, alcoxi, amino, monoalquilamino, dialquilamino,
haloalquilo, haloalcoxi, -COR (en el que R es hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, fenilo o fenilalquilo), -
(CR'R”),-COOR (en el que n es un numero entero de 0 a 5, R’ y R” son independientemente hldrogeno o alquilo, y R
es hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, fenilo o fenilalquilo), o -(CR’ R") CONR R’ (en el que n es un
nimero entero de 0 a 5, R’ y R” son independientemente hidrégeno o alquilo, y R? y R" son independientemente
hidrégeno, alquilo, fenilo o fenilalquilo). De forma mas especifica, el término heterociclilo incluye, pero no se limita a
tetrahidropiranilo, piperidino, N-metilpiperidin-3-ilo, piperazino, N-metilpirrolidin-3-ilo, 3-pirrolidino, 2-pirrolidon-1-ilo,
morfolino, tiomorfolino, tiomorfolino-1-6xido, tiomorfolino-1,1-diéxido, pirrolidinilo y sus derivados. El prefijo que
indica el numero de atomos de carbono (por ejemplo, C3-Cig) se refiere al nimero total de &tomos de carbono en la
porcién del grupo heterociclilo excluyendo el nimero de heteroatomos.

Los términos “heterociclilalquilo”, “heterociclilalquenilo”, “heteromchlalqwmlo se refieren a radicales -R°R”, en el que
R? es un grupo alquileno, alquenileno o alquinileno, respectivamente, y R® es un grupo heterociclilo como se define
en la presente, por ejemplo, tetrahidropiran-2-ilmetilo, 4-metilpiperazin-1-iletilo, 3-piperidinilmetilo y similares.

El término “heteroalquileno” significa un radical hidrocarbonado divalente saturado lineal de uno a seis carbonos, o
un radical hidrocarbonado saturado ramificado de tres a seis atomos de carbono con uno, dos o tres sustituyentes
selecuonados |ndepend|entemente de -OR?, -NR"R®, y S(O)nR (en el que n es un numero entero de 0 a 2), en los
que R?, R’ R° y R son como se define en la presente para un radical heteroalquilo. Los ejemplos incluyen 2-
h|dr0X|etan 1,2-diilo, 2-hidroxipropan-1,3-diilo y similares.

Cada uno de los anteriores términos (por ejemplo, “alquilo”, “heteroalquilo” y “arilo”) pretenden incluir las formas
sustituidas y no sustituidas del radical indicado. Los sustituyentes preferidos para cada tipo de radical se
proporcionan a continuacion.

Los sustituyentes para los radicales alquilo y heteroalquilo (incluyendo los grupos que a menudo se denominan
alquileno, alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, heterocicloalquilo y heterocicloalquenilo) pueden ser
una diversidad de grupos seleccionados de -OR’, =0, =NR’, =N-OR’, -NR'R", -SR’, -hal6égeno, -SiR'R"R", -OC(O)R’,
-C(O)R’, -COzR’,-CONR'R", -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R’, -NR-C(O)NR"R"™, -NR"C(O):R’, -NH-C(NHz)=NH, -
NR’C(NH2)=NH, -NH-C(NH2)=NR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -S(0O).NR’R", -CN y -NO; en un ndmero que varia de cero a
cuatro, preferiblemente cero, uno, dos o tres sustituyentes. R’, R” y R se refieren cada uno independientemente a
hidrégeno, alquilo- y heteroalquilo(C1-Cg) no sustituidos, arilo no sustituido, arilo sustituido con 1-3 halégenos,
grupos alquilo, alcoxi o tioalcoxi no sustituidos, o grupos aril(alquilo C1-C4). Cuando R’ y R” estan unidos al mismo
atomo de nitrogeno, pueden combinarse con el atomo de nitrégeno para formar un anillo de 5, 6 6 7 miembros. Por
ejemplo, -NR'R” pretende incluir 1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir del anterior analisis de los sustituyentes, los
expertos en la técnica comprenderan que el término “alquilo”, en su sentido mas amplio, pretende incluir grupos,
tales como haloalquilo (por ejemplo, -CF3 y -CH>CF3) y acilo (por ejemplo, -C(O)CHgs, -C(O)CF3, -C(O)CH,OCHs y
similares). Preferiblemente, los grupos alquilo tendran 0-3 sustituyentes, mas preferiblemente 0, 1 6 2 sustituyentes,
a menos que se indique lo contrario.

De manera similar, los sustituyentes para los grupos arilo son variados y se seleccionan de -halégeno, -OR’, -
OC(O)R’, -NR'R", -SR’, -R’, -CN, -NO>, -CO2R’, -CONR'R", -C(O)R’, - OC(O)NR'R", -NR"C(O)R’, -NR"C(O)2R’, ,-NR’-
C(O)NR"R", -NHC(NH2)=NH, - NR'C(NH2)=NH, -NH-C(NH2)=NR’, -S(O)R’, -S(0)2R’, -S(0).NR'R", -N3, -CH(Ph),
perfluoro(alcoxi Ci1-Ca), y perfluoro(alquilo C1-C4), en un nimero que varia de cero al numero total de valencias
abiertas sobre el sistema de anillos aromatico; y en el que R’, R” y R se seleccionan independientemente de
hidrégeno, alquilo- y heteroalquilo(C;1-Csg), arilo y heteroarilo no sustituidos, (arilo no sustituido)-(alquilo C1-Ca), y
(arilo no sustituido)-oxi(alquilo C1-Ca).

Dos de los sustituyentes sobre atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo pueden estar opcionalmente
reemplazados por un sustituyente de féormula -T-C(O)-(CHz)4-U-, en la que T y U son independientemente -NH-, -O-,
-CH2- 0 un enlace sencillo, y q es un nimero entero de 0 a 2. Como alternativa, dos de los sustituyentes sobre
atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo pueden estar opcionalmente reemplazados por un sustituyente de
férmula -A-(CH>)-B-, en la que A y B son independientemente -CH;-, -O-, -NH-, -S-, -S(0)-, -S(0O)2-, -S(0O).NR’- 0 un
enlace sencillo, y r es un nimero entero de 1 a 3. Uno de los enlaces sencillos del nuevo anillo formado de esta
manera puede estar opcionalmente reemplazado por un doble enlace. Como alternativa, dos de los sustituyentes
sobre &tomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo pueden estar opcionalmente reemplazados por un sustituyente
de formula -(CH.)s-X-(CHaz)-, en la que s y t son independientemente nimeros enteros de 0 a 3,y X es -O-, -NR’, -S-,
-S(0)2-, 0 -S(0O)2NR’-. El sustituyente R’ en -NR’- y -S(0).NR’- se selecciona de hidrégeno o alquilo(Ci-Cg) no
sustituido.

Ciertos compuestos u oligonucleétidos de la presente invencion pueden existir en forma salina. Estas sales incluyen
sales de adicién de bases, tales como sales de sodio, potasio, calcio, amonio, amino organico o magnesio, 0 una sal
similar. Cuando los compuestos o los oligonucleétidos modificados de la presente invencién contienen
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funcionalidades relativamente basicas, pueden obtenerse sales de adicién de acidos poniendo en contacto la forma
neutra de dichos compuestos con una cantidad suficiente del &cido deseado, en forma pura o en un disolvente inerte
adecuado. Los ejemplos de sales de adiciéon de acidos aceptables incluyen las derivadas de acidos inorganicos,
tales como acido clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbénico, monobicarbénico, fosférico, monobifosférico,
dibifosférico, sulftrico, monobisulfirico, yodhidrico o fosforoso, y similares, asi como las sales derivadas de acidos
organicos, tales como el acido acético, propionico, isobutirico, maleico, malénico, lactico, benzoico, succinico,
subérico, fumarico, mandélico, ftalico, bencensulfénico, p-tolilsulfénico, citrico, tartarico, metansulfénico y similares.
También se incluyen sales de aminoacidos, tales como arginato y similares, y sales de acidos organicos, tales como
acido glucuronico o galacturénico y similares (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al, "Pharmaceutical Salts", Journal
of Pharmaceutical Science, 1977, 66, 1-19). Ciertos compuestos especificos de la presente invenciéon contienen
funcionalidades basicas y acidas que permiten convertir los compuestos en sales de adicion de bases o de acidos.

Las formas neutras de los compuestos pueden regenerarse poniendo en contacto la sal con una base o con un
acido y aislando el compuesto de origen de la manera convencional. La forma original del compuesto se diferencia
de las diversas formas salinas en ciertas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en disolventes polares, pero
por lo demas las sales son equivalentes a la forma original del compuesto para los fines de la presente invencion.

Ciertos compuestos de la presente invencion pueden existir en formas no solvatadas, asi como en formas solvadas,
incluyendo formas hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas no solvatadas y se
pretende incluirlas en el alcance de la presente invencion. Ciertos compuestos de la presente invencion pueden
existir en multiples formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas fisicas son equivalentes para los usos
contemplados por la presente invencién y se pretende que estén dentro del alcance de la presente invencion.

Ciertos compuestos de la presente invencion poseen atomos de carbono asimétricos (centros 6pticos) o dobles
enlaces; se pretende que todos los racematos, los diasteredmeros, los isémeros geométricos y los isbmeros
individuales estén incluidos en el alcance de la presente invencién. Los procedimientos para la determinacién de la
estereoquimica y para la separacion de los isomeros son muy conocidos en la técnica (véase el analisis en el
capitulo 4 de "Advanced Organic Chemistry", 42 edicion J. March, John Wiley and Sons, Nueva York, 1992).

Los compuestos de la presente invencion también pueden contener proporciones no naturales de is6topos atomicos
en uno 0 mas atomos que constituyen dichos compuestos. Por ejemplo, los compuestos pueden estar
radiomarcados con isétopos radiativos, tales como por ejemplo tritio (*H), yodo-125 (**®l) o carbono-14 (**C). Todas
las variaciones isotopicas de los compuestos de la presente invencidn, tanto radiactivas o no (por ejemplo, ZH),
pretenden estar incluidas en el alcance de la presente invencién.

Un “grupo protector” o “su forma protegida” se refiere a un agrupamiento de atomos que, cuando se une a un grupo
reactivo en una molécula, enmascara, reduce o evita esa reactividad. Pueden encontrarse ejemplos de grupos
protectores en T.W. Greene y P.G. Futs, Protective Groups in Organic Chemistry, (Wiley, 22 ed. 1991); Beaucage e
lyer, Tetrahedron, 48:2223-2311 (1992); y Harrison y Harrison et al., Compendium of Synthetic Organic Methods,
vol. 1-8 (John Wiley and Sons. 1971-1996). Los grupos protectores de amino representativos incluyen formilo,
acetilo, trifluoroacetilo, bencilo, benciloxicarbonilo (CBZ), terc-butoxicarbonilo (Boc), trimetilsillo (TMS), 2-
trimetilsililetansulfonilo (SES), grupos tritrilo y tritilo sustituido, aliloxicarbonilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC),
nitroveratriloxicarbonilo (NVOC) y similares. Los grupos protectores de hidroxi representativos incluyen aquellos en
que el grupo hidroxi esta acilado o alquilado, tal como bencil y tritil éteres, asi como alquil éteres, tetrahidropiranil
éteres, trialquilsilil éteres y alil éteres.

“Opcional” u “opcionalmente” en las anteriores definiciones significa que el acontecimiento o la circunstancia descrita
posteriormente puede haber ocurrido, pero no necesariamente, y que la descripcion incluye los casos en que el
acontecimiento o la circunstancia ocurre y los casos en que no ocurre. Por ejemplo, un grupo heterociclo
opcionalmente mono- o disustituido con un grupo alquilo significa que el alquilo puede estar presente, pero no
necesariamente, y la descripcion incluye situaciones en que el grupo heterociclo esta mono- o disustituido con un
grupo alquilo, y situaciones en que el grupo heterociclo no esta sustituido con un grupo alquilo.

La practica de la presente invencién emplearda, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales en la
quimica organica, la bioguimica, la sintesis y modificacion de oligonucleétidos, la quimica de bioconjugados, la
hibridacion de acidos nucleicos, la biologia molecular, la microbiologia, la genética, el ADN recombinante y los
campos relacionados, tal como se incluyen en la técnica. Estas técnicas se explican a fondo en la bibliografia.
Véase, por ejemplo, Maniatis, Fritsch y Sambrook, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1982); Sambrook, Fritsch y Maniatis, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Ausubel, et al., CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons (1987, 1988, 1989, 1990, 1991, 1992, 1993, 1994, 1995, 1996); Gait
(ed.), OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS: A PRACTICAL APPROACH, IRL Press (1984); Eckstein (ed.),
OLIGONUCLEOTIDES AND ANALOGUES: A PRACTICAL APPROACH, IRL Press (1991).

Generalidades

Los oligonucledtidos son polimeros cortos de nucledtidos, con una longitud en general menor de 200 nucleétidos,
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preferiblemente menor de 150 nucleétidos, mas preferiblemente menor de 100 nucledétidos, mas preferiblemente
menor de 50 nucleétidos, y lo mas preferiblemente menor de 21 nucleétidos. En la técnica se considera que los
polinucleétidos, en general, comprenden polimeros mas largos de nucleétidos que los oligonucleétidos, aunque
existe un solapamiento, reconocido en la técnica, entre el limite superior de la longitud de los oligonucleétidos y el
limite inferior de la longitud de los polinucleétidos. Con respecto a la presente invencidn, “oligonucledtido” se refiere
a un acido nucleico, que comprende normalmente un marcador detectable, que se emplea como sonda o como
cebador, mientras que polinucleétido se refiere a un acido nucleico que contiene una secuencia diana. Por
consiguiente, para los objetivos de la presente invencion, los términos “oligonucleétido” y “polinucleétido” no deben
considerarse limitantes con respecto a la longitud del polimero.

La presente invencién proporciona oligonucleétidos modificados que tienen nuevas y sorprendentes propiedades de
mayor discriminacién de desapareamientos, comparados con oligonucle6tidos sin modificar. Los oligonucle6tidos
modificados de la invencion se emplean como sondas, y en los que se detecta su hibridacién con una secuencia
diana, o como cebadores, y en los que se sigue su hibridacién con una secuencia diana mediante la sintesis de
polinucledtidos iniciada desde el extremo 3'-terminal del oligonucleétido modificado, y se detecta el producto
sintetizado (es decir, el producto de la extension).

Una secuencia diana se refiere a una secuencia de nucleotidos que comprende un sitio de hibridacion para una
sonda o un cebador. Las secuencias diana pueden encontrarse en cualquier acido nucleico incluyendo, pero sin
limitarse a ADN genomico, ADNc, ARN y cualquier producto amplificado a partir de los mismos, y pueden
comprender una secuencia génica de tipo salvaje, una secuencia génica mutante, una secuencia no codificadora,
una secuencia reguladora, etc. Una secuencia diana tendra una longitud en general menor de 100 nucleétidos,
preferiblemente menor de 50 nucledtidos, y lo méas preferiblemente menor de 21 nucledtidos.

Descripcion de las realizaciones

La presente divulgaciéon proporciona una serie de oligonucleétidos modificados que pueden dividirse, en general, en
tres grupos.

El primer grupo de oligonucledtidos modificados de la divulgacion son los que tienen al menos dos bases
modificadas que reemplazan a las bases naturales. En la presente, las bases modificadas seran pirazolo[3,4-
d]pirimidinas no sustituidas o 3-sustituidas. En algunas realizaciones de la invencion, sin embargo, las bases
modificadas seran seleccionadas de manera que al menos una de las base sea una primidina 5-sustituida y al
menos una de las bases sea una pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas o 3-sustituidas como se define en la
reivindicacion 1. Preferiblemente, este grupo de oligonucleétidos modificados tendra grupos unidos adicionales (por
ejemplo, ligantes del surco menor, grupos indicadores, extintores, etc.) que, durante los ensayos, ayudan a detectar
las secuencias diana.

El segundo grupo de oligonucledtidos modificados de la divulgacion son los que tienen al menos una base
modificada pero también un ligante del surco menor unido, un grupo indicador, un extintor o similares.

El tercer grupo de oligonucledtidos modificados de la divulgacion son los que comprenden una o mas de las nuevas
bases modificadas descritas a continuacion. Al igual que en el primer grupo, este grupo de oligonucledtidos
modificados preferiblemente tendra unidos grupos seleccionados, por ejemplo, de ligantes del surco menor, grupos
indicadores o extintores. Cualesquiera realizaciones que no se encuentran dentro del alcance de la invencion son
proporcionadas solo con fines comparativos.

Oligonucleétidos modificados

En un aspecto, la presente divulgaciéon proporciona oligonucletdtidos modificados que comprenden al menos dos
bases seleccionadas del grupo que consiste en bases de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida y 3-sustituida.

Las bases de pirazolo[3,4-d]pirimidina son aquellas bases en que un anillo pirazol esta condensado con un anillo
pirimidina en la siguiente orientacion especifica

Xz
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en la que la linea ondulada indica el punto de unién entre la base y un azlcar formador de ollgomero unldo oun
aminoacido implicado en la formaciéon de &cidos nucleicos peptidicos. Ademas, los grupos x* y X? son
independientemente H, OH o NH,, de forma que las bases de pirazolo[3,4-d]pirimidina se acercan a la construccion
de las bases de purina naturales, guanosina, adenina e inosina, asi como a los derivados de estas bases
relacionados. En este grupo de realizaciones, una “base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida” se refiere a las
bases de férmula general la, mientras que la expresnon “base de pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida” se refiere a
las bases que tienen la formula Ib, en la que R' se define como se describe a continuacion.

){2 R’
\
AL

Ib

En la formula Ib, los simbolos X* y X? representan independientemente H, OH, NH; o su forma protegida. EI simbolo
R' representa un miembro seleccionado de heteroalquilo(C31-C12), heteroalquenilo(C,-Ci,), heteroalquinilo(C2-Cis), -
O-(alquilo C1-C12), -O-(alquenilo C2-C12), -O-(alquinilo C>-C12), -S-(alquilo C1-C12), -S-(alquenilo C»-C12), -S-(alquinilo
C»-C12), heterociclil(alquilo C1-Ci2), heterociclil(alquenilo C»-Cs12), heterociclil(alquinilo C»-Ci12), aril(alquilo C1-Ci1y),
aril(alquenilo C»-C1>), aril(alquinilo C»-C12), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH; y sus formas protegidas. Los
grupos heteroalquilo, heteroalquenilo y heteroalquinilo preferidos son los que terminan (distalmente al sistema de
anillos de pirazolo[3,4-d]pirimidina) en un grupo de heterodtomo (por ejemplo, OH, NHz, SH y similares). Por
ejemplo, los grupos heteroalquilo, heteroalquenilo y heteroalquinilo preferidos incluyen 3-amino-1-propilo, 4-hidroxi-
1-butilo, 3-amino-1-propin-1-ilo, 3-hidroxi-1-propin-1-ilo, 4 hidroxi-3-hidroximetil-1-butin-1-ilo y 4-hidroxi-1-butin-1-ilo,
asi como sus homdlogos superiores. Otros grupos R' preferidos incluyen los que terminan en un grupo arilo o
heterociclico (por ejemplo, heterociclil(alquilo C1-Ci12), heterociclil(alquenilo Cz-C12), heterociclil(alquinilo C2-Cs»),
aril(alquilo C1-Cy2), aril(alquenilo C»-C12), y aril(alquinilo C»-C12)). Los grupos arilo y heterociclicos preferidos son
fenilo, tienilo, tiazolilo, imidazolilo, furanilo, oxazolilo, piridinilo, pirrolilo, indolilo, benzimidazolilo, benztiazolilo y
benzoxazolilo sustituidos o no sustituidos.

En realizaciones de la divulgacion, la base de pirazolo[3,4-d]pirimidina se selecciona de:

9 R ' NH, Rt NH; g!

HN 3 N S N7 3N

SN S g S, y N

H,NT N7 N HN™ N7 TN NT TN
Ic Id le

Aln mas preferiblemente, las bases modificadas se seleccionan de Ic, Id o le, en las que cada R' es un grupo
propinilo, hidroxipropinilo, aminopropinilo, aminobutinilo, hidroxibutinilo, o un grupo fenilo, tienilo, tiazolilo, imidazolilo,
furanilo, oxazolilo, piridinilo, pirrolilo, indolilo, benzimidazolilo, benztiazolilo o benzoxazolilo sustituidos o no
sustituidos, unido directamente al sistema de anillos de pirazolo[3,4-d]pirimidina, o unido al sistema de anillos a
través de uno a cuatro grupos conectores de carbono que pueden estar saturados (por ejemplo, etileno, propileno,
butileno) o insaturados (por ejemplo, acetilenilo, propinileno, butinileno, propenileno, butenileno).

Los oligonucledtidos modificados de la presente invencién tienen un esqueleto como, por ejemplo, el que se
encuentra en los oligonucledtidos naturales o en los acidos nucleicos peptidicos (por ejemplo, bases heterociclicas
unidas a azucares formadores de oligbmero o aminoacidos formadores de acidos nucleicos peptidicos). Los
expertos en la técnica conocen otros esqueletos oligoméricos (denominados en lo sucesivo esqueletos “modificados”
0 que comprenden modificaciones en el esqueleto). Para los objetivos de esta invencién, un oligonucleétido
modificado es cualquier polimero oligomérico, incluyendo el esqueleto de fosfato natural y los esqueletos no
naturales, que contenga bases naturales y/o modificadas y que mantenga la capacidad para hibridarse de modo
especifico con un &cido nucleico complementario para formar un diplex estable.

En realizaciones preferidas, los oligonucleétidos modificados de la invencion tienen un esqueleto de restos azucar o
glicosidicos, preferiblemente 2-desoxirribofurandsidos, en el que todos los enlaces internucleotidicos son enlaces
fosfodiéster naturales. Sin embargo, en una realizacion alternativa, los grupos 2-desoxi-B-D-ribofuranosa estan
reemplazados por otros azucares, por ejemplo B-D-ribofuranosa. Ademas, la B-D-ribofuranosa puede estar presente,
en la que el 2-OH del resto ribosa se alquila con un grupo alquilo C1.6 (2-(O-(alquil Ci.6))ribosa) o con un grupo
alguenilo Cz6 (2-(O-(alquenil Cs.g))ribosa), o estd reemplazado por un grupo fltor (2-fluororribosa). Los azlcares
formadores de oligdmero relacionados Utiles en la presente invencién son los que estan “bloqueados”, es decir,
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contienen un puente metileno entre C-4’ y un atomo de oxigeno en C-2’. También pueden utilizarse otros restos
azucar compatibles con la hibridacion del oligonucle6tido y son conocidos por los expertos en la técnica incluyendo,
pero sin limitarse a a-D-arabinofuranésidos, o-2’-desoxirribofurandsidos o 2’,3’-didesoxi-3’-aminorribofuranésidos.
Los oligonucleétidos que contienen a-D-arabinofuranoésidos pueden prepararse como se describe en la patente de
EEUU n°® 5.177.196. Los oligonucledtidos que contienen 2’,3’-didesoxi-3’-aminorribofurandsidos se describen en
Chen et al. (1995), Nucleic Acids Res., 23:2661-2668. Se han descrito procedimientos sintéticos para los acidos
nucleicos bloqueados (Singh et al., Chem. Comm., 455-456 (1998); Wengel J., Acc. Chem. Res., 32:301-310 (1998))
y oligonucleétidos que contienen 2’-hal6geno-2’-desoxirribofuranosidos (Palissa et al., Z. Chem., 27:216 (1987)). El
esqueleto de fosfato de los oligonucleétidos modificados descritos en la presente también puede modificarse de
modo que los oligonucleétidos contengan enlaces fosforotioato y/o metilfosfonatos y/o fosforoamidatos (Chen et al.,
Nucl. Acids Res., 23:2662-2668 (1995)). Las combinaciones de enlaces en el oligonucleétido también esta dentro del
alcance de la presente invencion. Otras modificaciones en el esqueleto son conocidas por los expertos en la técnica.

En otro grupo de realizaciones, las bases modificadas descritas en la presente se incorporan en PNA y quimeras de
ADN/PNA para equilibrar las Tm y proporcionar oligonucleétidos modificados que tengan una mayor discriminacion
de desapareamientos. Diversas formas modificadas de ADN y de analogos de ADN se han utilizado en los intentos
para solucionar algunas de las desventajas del uso de moléculas de ADN como sondas y cebadores. Entre estos se
encuentran los &cidos nucleicos peptidicos (PNA, también denominados 4cidos nucleicos de poliamida) (Nielsen et
al. (1991), Science, 254:1497-1500). Los PNA contienen unidades de bases heterociclicas, al igual que en el ADN y
en el ARN, que estan unidas a través de un esqueleto de poliamida, en lugar del esqueleto de azlcar-fosfato
caracteristico del ADN y del ARN. Los PNA son capaces de hibridarse con secuencias diana de ADN y ARN
complementarias y, de hecho, se hibridan con mas fuerza que una correspondiente sonda de &cido nucleico. La
sintesis de oligomeros de PNA y de mondmeros reactivos utilizados en la sintesis de oligomeros de PNA se ha
descrito en las patentes de EEUU n° 5.539.082, 5.714.331, 5.773.571, 5.736.336 y 5.766.855. Otras estrategias para
la sintesis de PNA y de quimeras de ADN/PNA y de mondmeros para la sintesis de PNA se han resumido (Uhlmann
et al. (1998), Angew. Chem. Int. Ed., 37:2796-2823). Por consiguiente, el uso de cualquier combinacién de bases
normales, bases de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituidas (por ejemplo, PPG y PPA), pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-
sustituidas, purina modificada, pirimidina modificada, pirimidinas 5-sustituidas, bases universales o un ligante del
surco menor para equilibrar las T, de un PNA o una quimera de ADN/PNA se encuentra dentro del alcance de esta
invencion. En la técnica se conoce una diversidad de bases universales. Otras bases universales se han descrito en
fechas recientes y también son Utiles en la presente invencion (véase, Seela, et al., XIV International Round Table:
Nucleosides, Nucleotides and Their Biological Applications, 10-14 de septiembre, 2000, San Francisco, California, p.
40). Los procedimientos sintéticos necesarios para la sintesis de unidades monoméricas de bases modificadas
necesarias para la sintesis de PNA y de quimeras de ADN/PNA estan disponibles en la técnica (véanse los
procedimientos de esta solicitud, y Uhlmann et al., Angew. Chem. Int. Ed., 37:2796-2823 (1998).

De forma similar, la presente invencion demuestra que una combinacion de bases normales, bases de pirazolo[3,4-
d]pirimidina no sustituidas (por ejemplo, PPG y PPA), pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituidas, purina modificada,
pirimidina modificada, pirimidinas 5-sustituidas, bases universales o un ligante del surco menor puede utilizarse para
equilibrar las Tr, de cualquier polimero oligonucleotidico o quimera de oligopolimero/ADN.

Para los usos descritos en la presente, los oligonucleétidos modificados tendran preferiblemente de 4 a 70 bases,
mas preferiblemente de 4 a 25 bases. En algunas realizaciones, los oligonucledtidos modificados tendran 15 o
menos, 0 mas preferiblemente 10 o0 menos bases. Ademas, los oligonucleétidos modificados tendran, en algunas
realizaciones, 3, 4, 5, 6, 7, 8 6 9 0 mas bases modificadas (pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas o 3-sustituidas).
Para cada una de las realizaciones en las que estan presentes mudltiples bases de pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-
sustituidas, las bases modificadas pueden ser iguales o diferentes entre si.

Ademas de los componentes de bases modificadas, los oligonucledtidos modificados de la presente invencién
comprenderan, en algunas realizaciones, otros grupos colgantes, tales por ejemplo intercalantes, grupos lipdfilos,
ligantes del surco menor, grupos indicadores, agentes quelantes, extintores y agentes reticulantes unidos a una o
mas de las bases nucleotidicas localizadas internamente, al extremo 3’, al extremo 5’, a ambos extremos, o pueden
tener estos grupos colgantes unidos internamente y a uno o a ambos extremos. Los procedimientos para unir
intercalantes, grupos lipdfilos, ligantes del surco menor, grupos indicadores, agentes quelantes, extintores y agentes
reticulantes a oligonucledétidos se han descrito, por ejemplo, en las patentes de EEUU n°® 5.512.667 y 5.419.966, la
publicacion PCT WO 96/32496 y la solicitud de EEUU n° de serie 09/457.616. Los oligonucledtidos de la invencién
también tienen un “resto de cola” de peso molecular relativamente bajo unido al extremo 3’ o al extremo 5’, 0 a
ambos extremos. Un ejemplo de una molécula de cola puede ser un fosfato, un éster de fosfato, un grupo alquilo, un
grupo aminoalquilo, o un grupo lipdfilo. El resto de cola también puede conectar los intercalantes, los grupos lipdfilos,
los ligantes del surco menor, los grupos indicadores, los agentes quelantes y las funcionalidades reticulantes a los
oligonucleétidos de la invencién.

La naturaleza de los restos de cola y los procedimientos para obtener oligonucleétidos con diversos restos de cola
también se describen en las patentes de EEUU n° 5.512.667 y 5.419.966, citadas anteriormente.

Ligantes del surco menor
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En un grupo de realizaciones, los oligonucleétidos modificados también tendran unido de forma covalente un ligante
del surco menor (“minor groove binder”, MGB). En la bibliografia se han descrito una diversidad de ligantes del surco
menor adecuados. Véase, por ejemplo, Kutyavin, et al., patente de EEUU n° 5.801.155; Wemmer, D.E. y Dervan
P.B., Current Opinon in Structural Biology, 7:355-361 (1997); Walker, W.L., Kopka, J.L. y Goodsell, D.S.,
Biopolymers, 44:323-334 (1997); Zimmer, C. y Wahnert, U., Prog. Biophys. Molec. Bio., 47:31-112 (1986); y Reddy,
B.S.P., Dondhi, S.M., y Lown, J. W., Pharmacol. Therap., 84:1-111 (1999).

Los procedimientos adecuados para unir MGB (asi como grupos indicadores, tales como fluoréforos y extintores
descritos a continuacion) a través de conectores a oligonucleétidos se describen, por ejemplo, en las patentes de
EEUU n°®5.512.677; 5.419.966; 5.696.251; 5.585.481; 5.942.610; y 5.736.626.

Los MGB pueden unirse a cualquiera o a ambos extremos del oligonucleétido. Ademas, o como alternativa, uno o
mas MGB pueden unirse en el interior del oligonucleétido, dependiendo de la longitud del oligonucleétido. En
general, la conjugacion de un MGB con cualquiera de los extremos del oligonucleétido proporcionara el mayor grado
de estabilidad del hibrido, puesto que el fundido de un duplex oligonucleotidico comienza en los extremos
terminales. No obstante, si ambos extremos de un duplex formado por un oligonucledtido son relativamente
estables, por ejemplo, debido a un alto contenido en G+C, la union de un MGB en el interior de un oligonucleétido
(por ejemplo, cerca de una secuencia rica en A+T) también puede potenciar la estabilidad. El uso previsto del
conjugado de MGB-oligonuclettido también puede crear limitaciones a la localizacion del MGB conjugado. Por
ejemplo, si un oligonucledtido se disefia para ser empleado como cebador, el grupo 3’-hidroxi debe estar libre y debe
ser capaz de ser alargado por una enzima polimerizante. Como alternativa, un ensayo que requiera un
oligonucledtido que posea un extremo 5’ marcado requerira la unién interna o en el extremo 3’ de un MGB.

La localizaciéon de un MGB dentro de un conjugado de MGB-oligonucle6tido modificado también puede afectar a las
propiedades discriminatorias de dicho conjugado. Una regién desapareada dentro de un duplex producird cambios
en la forma del surco menor en la vecindad de la base o bases desapareadas. Puestos que los MGB encajan mejor
dentro del surco menor de un daplex de ADN perfectamente apareado, los desapareamientos que producen
cambios en la forma del surco menor reducirdn la fuerza de unién de un MGB a una regién que contenga un
desapareamiento. Por tanto, la capacidad de un MGB para estabilizar dicho hibrido disminuira, aumentando con ello
la capacidad de un conjugado de MGB-oligonucleétido para discriminar un desapareamiento de un duaplex
perfectamente apareado. Por otra parte, si un desapareamiento se encuentra fuera de la region complementaria con
un conjugado de MGB-oligonucledtido, se espera que la capacidad discriminatoria de los oligonucledtidos no
conjugados y conjugados con MGB de igual longitud sea aproximadamente la misma. Puesto que la capacidad de
una sonda oligonucleotidica para discriminar desapareamientos de una sola base depende de su longitud, unos
oligonucledtidos méas cortos seran mas eficaces para discriminar desapareamientos. La principal ventaja de utilizar
conjugados de MGB-oligonucledétido en este contexto se basa en el hecho de que pueden utilizarse oligonucleétidos
mucho mas cortos, comparados con los que se utilizan en la técnica anterior (es decir, 20-meros 0 mas cortos), que
tienen mayor poder discriminatorio, debido al pronunciado efecto estabilizante de la conjugacion del MGB.

Los ligantes del surco menor preferidos se seleccionan de las siguientes férmulas:

Aorfhoe i) o <t )

El subindice m es un nimero entero de 2 a 5; el subindice r es un nimero entero de 2 a 10; y cada R?y R® son
|ndepend|entemente un grupo conector con el oligonucleétido modificado, H, -OR®, -NR°® RY, -COOR® 0 -CONR°R?
en los que cada Ry RY se seleccionan de H, heteroalquilo(C1-C1>), heteroalquenllo(Cg C12), heteroalquinilo(Co- Clz)
alquilo(C1-C12), alquenilo(C,-C12), alquinilo(C2-C12), aril(alquilo C1-C12), y arilo.

Los ligantes del surco menor particularmente preferidos incluyen el trimero de 3-carbamoil-1,2-dihidro-(3H)-
pirrolo[3,2-elindol-7-carboxilato (CDPIs), el pentamero de N-metilpirrol-4-carbox-2-amida (MPCs) y otros ligantes del
surco menor que muestran una mayor discriminacion de desapareamientos. Otros restos MGB que pueden utilizarse
en la practica de la presente invencién se divulgan en la patente de EEUU n° 5.801.155, de propiedad del solicitante.
En ciertas realizaciones, los MGB pueden tener unidos grupos potenciadores de la solubilidad en agua (por ejemplo,
azUcares 0 aminoacidos).

Grupos indicadores

En otro grupo de realizaciones, el oligonucleétido modificado también comprendera al menos un grupo indicador
unido de modo covalente. Los grupos indicadores pueden unirse utilizando procedimientos y grupos conectores
descritos anteriormente para los MGB. Los grupos indicadores adecuados para los presentes oligonucleétidos
modificados incluyen esferas, nanoparticulas (Taton, T.A. et al., Science, 289:1757-1760 (2000)),
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quimioluminiscentes, isétopos, enzimas y fluoréforos. Preferiblemente, el grupo indicador es un fluoréforo (véase,
Haugland, R.P., HANDBOOK OF FLUORESCENT PROBES AND RESEARCH CHEMICALS, 62 edicién, Molecular
Probes, Eugene, OR, 1996). Los fluoréforos adecuados incluyen los tintes de resorrufina, los tintes de cumarina, los
tintes de rodamina, los tintes de cianina, los tintes de BODIPY y los pirenos.

Extintores

Los procedimientos de deteccion desarrollados en fechas recientes emplean el proceso de la transferencia de
energia de resonancia de fluorescencia (FRET) para la deteccién de la hibridicacion de las sondas, en lugar de la
deteccién directa de la intensidad de fluorescencia. En este tipo de ensayo, se produce una FRET entre un fluoréforo
donante (indicador) y una molécula aceptora (extintor) cuando el espectro de absorcién de la molécula extintora se
solapa con el espectro de emision del fluor6foro donante, y las dos moléculas estan muy cercanas. La energia del
estado excitado del fluoréforo donante se transfiere al aceptor vecino mediante interaccion de dipolos inducida por
dipolos de resonancia, que da como resultado la extinciéon de la fluorescencia del donante. Si la molécula aceptora
es un fluoréforo, su fluorescencia a veces puede aumentar. La eficacia de la transferencia de energia entre las
moléculas de donante y aceptora es muy dependiente de la distancia entre las moléculas. Las ecuaciones que
describen esta relacién son conocidas. La distancia de Forster (Ro) se describe como la distancia entre las
moléculas de donante y aceptora a la que la transferencia de energia es 50% eficaz. También se conocen otros
mecanismos de extincion de la fluorescencia, tales como la extinciéon de transferencia de carga y colisional. En la
técnica se encuentra una gran cantidad de directrices para seleccionar parejas de extintor y fluoréforo, y su unién a
oligonucleétidos (Haugland, R.P., HANDBOOK OF FLUORESCENT PROBES AND RESEARCH CHEMICALS, 62
edicion, Molecular Probes, Eugene, OR, 1996; patentes de EEUU n° 3.996.345 y 4.351.760 y similares).

Los extintores preferidos se describen en el documento U.S. n° de serie 09/457.616, de propiedad del solicitante
(presentado el 8 de diciembre, 1999).

Fluoréforos y extintores

En ciertas realizaciones de la presente invencion, se emplean oligonucledtidos que comprenden marcadores
fluorescentes (fluoréforos) y/o agentes extintores de la fluorescencia. En una realizacion preferida, un oligonucleétido
contiene un fluor6foro y un agente extintor. Los marcadores fluorescentes incluyen, pero no se limitan a
fluoresceinas, rodaminas, cianinas, ficoeritrinas y otros fluor6foros descritos en la presente. Otros fluor6foros
adecuados son conocidos por los expertos en la técnica. Tal como se indic6é anteriormente, los agentes extintores o
extintores pueden absorber la energia emitida por un fluoréforo para reducir la cantidad de fluorescencia emitida (es
decir, para extinguir la emision del marcador fluorescente). Diferentes fluor6foros son extinguidos por diferentes
agentes extintores. En general, las propiedades espectrales de una pareja concreta de fluoréforo/agente extintor son
de tal forma que una o mas longitudes de onda de absorcién del extintor se solapan con una o mas de las longitudes
de onda de emision del fluoréforo. Una pareja de fluoréforo/agente extintor preferida puede ser seleccionada por los
expertos en la técnica mediante la comparacion entre las longitudes de onda de emision y de excitacion segun las
propiedades indicadas anteriormente.

Para su uso en los ensayos de amplificacién realizados a temperaturas elevadas, tales como una reaccién en
cadena de polimerasa u otros procedimientos que emplean enzimas termoestables, el marcador es preferiblemente
estable a temperaturas elevadas. Para los ensayos que impliquen polimerizacion, el marcador no debe interferir con
la actividad de la enzima polimerizante. Ademas, el marcador estara presente en el extremo 5 y/o 3’ del
oligonucledtido y/o también puede estar presente de modo interno en una posicion que no interfiera. Por
consiguiente, puede unirse un marcador a cualquiera de las bases, azlcares o restos fosfato del oligonucleétido, o a
cualquier grupo conector que, en si mismo, esté unido a estos restos.

Aunque la invencion se ha descrito en términos de las diversas bases y otros componentes opcionales, la estructura
global de los oligonucledtidos modificados también puede expresarse en una formula para indicar una construccion
deseada.

Por tanto, en un grupo de realizaciones, los oligonucleétidos modificados tienen la formula:

EF
R2+M—‘]—R3
n
en la que R? y R? representan los terminales del oligonucle6tido modificado; el subindice n es un nimero entero de
4 a 70, mas preferiblemente de 4 a 25, y aun mas preferiblemente de 4 a 10; cada B es un miembro seleccionado
independientemente de adenina, timina, citosina, guanina, uracilo, una pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida, y una
pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida; y cada M se selecciona de un azucar formador de oligémero y un aminoacido

formador de acidos nucleicos peptidicos, con la condicion de que al menos dos de los B se seleccionan de
pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas y pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituidas como se menciona en la
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reivindicacion 1. En ciertas realizaciones especificas, R? y R® representan los extremos 5’- y 3’-terminales de un
oligonucleétido modificado, en la que M es un azucar formador de oligbmero (por ejemplo, 2-desoxi-B-D-
ribofuranosa, B-D-ribofuranosa, a-D-arabinofurandsidos, a-2’-desoxirribofurandsidos, 2’,3’-didesoxi-3’-
aminorribofuranésidos y azlcares bloqueados). Para aquellas realizaciones en que los oligonucleétidos modificados
tienen unidos ligantes del surco menor, grupos indicadores, etc., cada uno de los grupos R? y R® pretende incluir
grupos funcionales adecuados para la unién de grupos indicadores y los otros componentes funcionales (MGB,
fluoréforo, extintor y similares). Estos grupos funcionales incluyen, por ejemplo, grupos hidroxi, grupos amino, grupos
acido carboxilico o éster, grupos éster o acido fosforico, fosfénico o fosfinico, grupos éster y acido sulfénico, y
similares. En otras realizaciones, los MGB, los grupos indicadores y similares estan unidos a cualquiera de los
grupos de bases interiores/del esqueleto utilizando la metodologia convencional.

En un aspecto relacionado, la presente divulgacién proporciona oligonucleétidos modificados que comprenden al
menos una base de pirimidina 5-sustituida y al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-
sustituida. La base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida Utiles en este aspecto de la invencién son
esencialmente las que se han descrito en las patentes de los Estados Unidos nimeros 5.645.985 y 5.484.908.

En realizaciones preferidas de la invencion, la base de pirimidina 5-sustituida tiene la férmula:

x:]

2 g
N* !
| N
x“‘L“" N f|4
Ib

en la que en la que cada uno de los grupos xt, X2 y X3 se selecciona independientemente de H, OH, NH, y un grupo
amino protegido; y cada uno de R y R* se seleccionado independientemente de H, heteroalquilo(C1-C12),
heteroalquenilo(C»-C12), heteroalquinilo(C,-C12), -O-(alquilo C;1-C12), -O-(alquenilo C,-C12), -O-(alquinilo C»>-Cs»), -S-
(alquilo C1-C12), -S-(alquenilo C,-Ci2), -S-(alquinilo C»-C12), heterociclil(alquilo C1-Cs12), heterociclil(alquenilo C»-Cs»),
heterociclil(alquinilo C2-Ci2), aril(alquilo C;-Ciz), aril(alquenilo C»-Ciz), aril(alquinilo C,-Ciz), arilo, heterociclilo,
halégeno, -CN, -CONH; y sus formas protegidas, con la caracteristica adicional de que R también puede ser H

En realizaciones particularmente preferidas, la nase de pirimidina 5-sustituida se selecciona a partir de:

NH; . ] .
R
N= I R HNJ]’
¥
o’i“r;a UA'.“
b Ile

en las que R* se selecciona preferiblemente a partir de propinilo, hidroxipropinilo, aminopropinilo, hidroxibutinilo, o un
grupo fenilo, tienilo, tiazolilo, imidazolilo, furanilo, oxazolilo, piridinilo, pirrolilo, indolilo, benzimidazolilo, benztiazolilo o
benzoxazolilo, unido directamente alanillo de pirimidina o unido al anillo por uno a cuatro grupos conectores de
carbono que pueden estar saturados (por ejemplo, etileno, propileno, butileno) o insaturados (por ejemplo,
acetilenilo, propinileno, butinileno, propenileno, butenileno).

En otras realizaciones la base de pirazolo[3,4-d]pirimidina se selecciona de las bases preferidas proporcionadas
anteriormente (Ic, Id e le). Ademas, las bases adecuadas también estan representadas en la figura 1.

Al igual que el anterior aspecto de la invencion, en el que los oligonucleétidos modificados comprenden al menos
dos pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas o 3-sustituidas, este aspecto de la invencion puede comprender, de
modo similar, otros grupos, tales como MGB y grupos indicadores (por ejemplo, fluoréforos, extintores y similares),
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asi como grupos conectores adecuados para la unién de estos componentes adicionales.

También se prefieren las realizaciones en que el oligonucleétido modificado se representa con la formula:

[ 3
RZ—1—M—R
T 4];

en la que R? representa un primer extremo del oligonucleétido modificado; R® representa un segundo extremo del
oligonucledtido modificado; el subindice n es un nimero entero de 4 a 70; cada B se selecciona independientemente
de adenina, timina, citosina, guanina, uracilo, una pirimidina 5-sustituida, una pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida,
y una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida (con la condicion de que al menos una base es una pirimidina 5-sustituida
y al menos una base es una pirazolo[3,4-d]pirimidina como se menciona en la reivindicacion 1); y cada M es un
azucar formador de oligébmero y un aminoacido formador de acidos nucleicos peptidicos.

En otro aspecto mas de la divulgacion, se proporcionan oligonucleétidos modificados que comprenden un ligante
del surco menor unido, y en los que tan pocas como una de las bases esta reemplazada por una base modificada.
De manera sorprendente, la combinacién de MGB y una Unica base modificada (u opcionalmente multiples bases
modificadas) conduce a un oligonucledtido modificado que tiene propiedades particularmente Utiles para la
discriminacion de desapareamientos, asi como extensiones de cebadores y otras utilidades descritas a continuacion.
Este grupo de oligonucledtidos modificados preferiblemente comprende de 4 a 70 bases, y un ligante del surco
menor unido, en el que al menos una de las bases esta reemplazada por una base modificada seleccionada del
grupo que consiste en pirimidinas 5-sustituidas y pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas o 3-sustituidas.

En este aspecto de la divulgacion, los ligantes del surco menor, las pirimidinas 5-sustituidas y las pirazolo[3,4-
d]pirimidinas no sustituidas o 3-sustituidas pueden ser fundamentalmente cualquiera de los componentes descritos
anteriormente.

En un grupo de realizaciones de la divulgacion, el oligonucle6tido modificado tiene al menos una pirimidina 5-
sustituida, que tiene preferiblemente la formula:

X:'

MMa

en la que X3 se selecciona a partir de H, NH,, OH y SH, y R* se selecciona a partir de heteroalquilo(C1-C12),
heteroalquenilo(C»-C12), heteroalquinilo(C;-C12), -O-(alquilo C1-C12), -O-(alquenilo C»-C12), -O-(alquinilo C2-Cs2), -S-
(alquilo C1-C12), -S-(alquenilo C,-Ci2), -S-(alquinilo C»-C12), heterociclil(alquilo C1-Cs12), heterociclil(alquenilo C2-Cs»),
heterociclil(alquinilo C2-Ci2), aril(alquilo C;-Ciz), aril(alquenilo C»-Ciz), aril(alquinilo C,-Ciz), arilo, heterociclilo,
halégeno, -CN, -CONH> y sus formas protegidas. En este grupo de realizaciones grupo arilo y heterociclilo preferidos
(incluyendo los componentes de otros grupos, por ejemplo, arilaquilo) se seleccionan a partir de versiones
sustituidas y no sustituidas de fenilo, tolilo, piridilo, tiazolilo, imidazolilo, furanilo, oxazolilo, tienilo, pirrolilo,
benzimidazolilo, benzoxazolilo, benztiazolilo, indolilo, triazinilo, pirimidinilo y naftilo. Los sustituyentes adecuados
para estos grupos arilo y heterociclilo son los proporcionados en las definiciones generales anteriores.

Mas preferiblemente, los oligonucledtidos modificados comprenden al menos un grupo de base de pirimidina 5-
sustituido de la Férmula Iid y lle, donde el grupo sustituyente R* se selecciona a partir de un grupo alquilo o grupo
alquinilo sustituido o no sustituido. Preferiblemente R* es un grupo hidroxipropinilo, hidroxibutinilo, aminopropinilo,
aminobutinilo o propinilo. Alternativamente, el sustituyente R* puede ser un grupo 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-butinilo
(descrito més en detalle en lo sucesivo).

BH, o
e g o8
9 o M 9 [a] M
;_?_D_\j iﬂ:-ow
=3 s}
o=.?—§ o=2—}
o o
Id Ile
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En otro grupo de realizaciones preferidas de la divulgacion, el oligonucleétido modificado tiene al menos una base
modificada que tiene la férmula

2
@ g
N¥ 3
| N
x"l""‘n rlq
Ib

en la que en la que cada uno de los grupos x! y X? se selecciona independientemente de H, OH, NH> y un grupo
amino protegido; y cada uno de R y R* se seleccionado independientemente de H, heteroalquilo(C1-C12),
heteroalquenilo(C»-C12), heteroalquinilo(C»-Cy2), -O-(alquilo C1-C1z), -O-(alquenilo C»-Ciz), -O-(alquinilo C,-C12), -S-
(alquilo C1-C12), -S-(alquenilo C2-C12), -S-(alquinilo C»-C12), heterociclil(alquilo C1-Cs12), heterociclil(alquenilo C2-Ci2),
heterociclil(alquinilo C»-C12), aril(alquilo C1-Ci2), aril(alquenilo C»-Cip), aril(alquinilo C»-Ciz), arilo, heterociclilo,
halégeno, -CN, -CONH; y sus formas protegidas. En este grupo de realizaciones grupo arilo y heterociclilo preferidos
(incluyendo los componentes de otros grupos, por ejemplo, arilaquilo, heterocicloalquilo) se seleccionan a partir de
versiones sustituidas y no sustituidas de fenilo, tolilo, piridilo, tiazolilo, imidazolilo, furanilo, oxazolilo, tienilo, pirrolilo,
benzimidazolilo, benzoxazolilo, benztiazolilo, indolilo, triazinilo, pirimidinilo y naftilo. Los sustituyentes adecuados
para estos grupos arilo y heterociclilo son los proporcionados en las definiciones generales anteriores.

En realizaciones particularmente preferidas de la divulgacion, los oligonucleétidos modificados comprenden al
menos un mondémero de formula If:

Ri
NTN
N
x"—'J\\N 4
It
f—p-0\ O
&
?
o=p—}
.
If

en la que x! y X2 son independientemente H, OH o NHy; R' es mas preferiblemente 3-hidroxipropin-1-ilo, propinilo,
3-aminopropin-1-ilo, 4-hidroxi-1-butinilo, , halégeno o 3,3,3-trifluoropropin-1-ilo. La sintesis de algunos de estos
monomeros se ha descrito (Balow et al., Nuc. Acid Res., 26:3350-33357 (1998); Seela et al., J. Chem. Soc. Perkin
Trans., |, 479-488 (1999); Ramzaeva et al., Helv. Chim. Acta, 80:1809-1822 (1997)).

Preparacion de bases modificadas y oligonucleétidos

Los esquemas de reaccidn 1-6 proporcionan procedimientos ilustrativos para preparar una serie de bases
modificadas (pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas y 3-sustituidas, y pirimidinas 5-sustituidas) que son Utiles en la
presente invencion. El esquema ilustra la preparacién de derivados de fosforamidita de las bases modificadas que
pueden utilizarse, por ejemplo, en sintetizadores automaticos para preparar los oligonucleétidos modificados de la
invencion.

El esquema de reaccion 1 ilustra la preparacion de 3’-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] de la 5-(propin-2-inil-
4-metilbenzoato)-5’-0-(4,4’-dimetoxitrifenilmetil)-2’-desoxiuridina (3), comenzando a partir de 5-yodo-2’-desoxiuridina.
Los materiales de partida se trataron con 4-metilbenzoato de prop-2-inilo en presencia de Pd(PPhs)s,-Cul para
producir el derivado de metilbenzoato (1) que entonces se convirtio en el derivado de DMTr 5’-bloqueado (2) y
después en la fosforamidita (3).
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Esquema de reacciéon 1
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Los esquemas de reaccién 2 y 3 proporcionan un procedimiento para la preparaciéon de las fosforamitidas de la
pirazolo[3,4-d]pirimidina. M&s en concreto, estos esquemas ilustran la preparacion de 4-metilbenzoato de 3-[4-((1E)-
1-aza-2-metilprop-1-enil)-1-((2R,5R)-4-{[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)fosfinooxi}-5-{[bis(4-
metoxifenil)fenilmetoxi]metil}oxolan-2-il)pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-ilJprop-2-ilnilo  (13; R: = -OCOPhCH3z) que se
sintetiza en dos porciones.

Esquema de reaccién 2
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En la primera porcion (esquema de reaccién 2), se sintetizo el (2R,5R)-5-(4-amino-3-yodopirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-
(hidroximetil)oxolan-3-ol (9) comenzando a partir de 1,5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona. El material de partida se
tratd con monocloruro de yodo y P;Ss sucesivamente para producir los derivados de yodo (4) y tiona (5),
respectivamente. La tiona (5) se convirtié en el derivado de etiltio (6), que se combind con un derivado de 1-cloro-
5 1,2-didesoxi-3,5-di-O-toluoilribofuranosa para producir el nucledsido bloqueado (7). La reaccion del compuesto (7)
con metoxido de sodio, seguido de hidroxido de amonio, produjo el derivado de hidroximetilo (8) y el compuesto (9),
respectivamente. En la segunda porcion (esquema de reaccién 3), se preparé el 4-metilbenzoato de 2,3-[4-((1E)-1-
aza-2-metilprop-1-enil)-1-((2R,5R)-4-{[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)fosfinooxi}-5-{[bis(4-
etoxifenil)fenilmetoxilmetil}oxolan-2-il)pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il]prop-2-ilnilo (13; R1 = -OCOPhCH3) comenzando a
10 partir del compuesto (9). El compuesto (9) se hizo reaccionar con 4-metilbenzoato de prop-2-inilo en presencia de
Pd(PPhaz)s-Cul para producir el derivado de prop-2-inilo (10, Ry = -OCOPhCHz). El grupo amino en este compuesto
se protegié mediante una reaccion con N,N-dimetilacetamida dimetil acetal para producir (11) (R1 = -OCOPhCHz3). El
compuesto (11) (R; = -OCOPhCH?3) se convirtio en el derivado de DMTr (12) (R; = -OCOPhCH3) y después en la
fosforamidita (13) (R1 = -OCOPhCHg).

15 Esquema de reaccién 3
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El esquema de reaccion 4 ilustra la preparacion de N-{3-[1-((2R,5R)-5-{bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilmetil}-4-
{[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)fosfinooxi}oxolan-2-il)-6-amino-4-oxo-(5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)]propil}-
2,2,2-trifluoroacetamida (22).
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Esquema de reaccién 4
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En el esquema de reaccion 4, la 6-amino-4-metoxipirazolo[3,4-d]pirimidina se convirtié en el derivado de yodo (14),
gue se trat6 con 1-cloro-1,2-didesoxi-3,5-di-O-toluoilribofuranosa para producir el nucleésido (15). El compuesto (15)
se tratd con NaOMe/MeOH para hidrolizar los grupos toluoilo y producir el nucleésido no bloqueado (16). El
tratamiento de (16) con hidroxido de sodio acuoso produjo (17), que puede convertirse en el derivado de trifluoro-N-
prop-2-inilacetamida (18). El compuesto (18) se redujo con hidrégeno y un catalizador de Pd para producir el
derivado de trifluoro-N-propilacetamida (19). El grupo 4-amino del compuesto (19) se protegi6 mediante un
tratamiento con N,N-dimetilformamida dimetil acetal para producir el compuesto (20), que se convirtié en el derivado
de DMTr (21) y después en el derivado de fosforamidita (22).

Los compuestos de formula 4 (3-[((2R,5R)-5-(6-amino-4-0xo-3-prop-1-inil-(5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidinil))-2-{[bis(4-

metoxifenil)fenillmetil}oxolan-3-iloxi)-[bis(metiletil)-amino]fosfinooxi]propanitrilo)  (PPPG  fosforamidita) pueden
sintetizarse utilizando algunas de las reacciones en el esquema de reaccion 4.
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En la conversion de (17) a (18), se emplea prop-1-ino en lugar de 2,2,2-trifluoro-N-prop-2-inilacetamida. El grupo 6-
amino puede protegerse como se describio para el compuesto (20), y el 5-hidroxilo puede protegerse con un grupo
DMTr como se describio para el compuesto (21). Por ultimo, la fosforamidita puede prepararse como se describid

5 para el comGpuesto (22), para producir el compuesto de férmula 4. De manera similar, los compuestos de férmula 5,
en la que R” es -OCOPhCH3; o0 -NHCOCFs3, pueden prepararse utilizando reacciones conocidas en la técnica.

El esquema de reaccion 5 ilustra la preparacion de 3-{[5-(4,6-bis{(1E)-1-aza-2-[bis(2-metilpropil)amino]vinil}-3-prop-
1-inilpirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxi]-metil}oxolan-3-iloxi]-
[etil(metiletil)amino}fosfino}propannitrilo (26).

10 Esquema de reaccién 5

S
bl Aﬁ

El compuesto (26) puede sintetizarse comenzando a partir de (NH2).PPPA (23) (véase, Seela y Driller, Helv. Chim.
Acta, 71:757-761(1988)). El compuesto (23) puede convertirse en el derivado de bis(metiletillamino (24) (Vincent et
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al., J. Org. Chem., 64:991-997 (1999)), seguido de una reaccién primero con DMTrCl para producir (25), que puede
convertirse en la fosforamidita (26).

La reaccion del esquema 6 proporciona la sintesis de pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituidas protegidas, en las que
el sustituyente es un grupo heteroalquilo.

Esquema de reaccion 6
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El esquema de reaccion 7 proporciona la sintesis de una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida protegida, en la que el
sustituyente es un grupo metoxipropinilo. El derivado de 3-yododiamino (23) se hizo reaccionar con Pd(PPhs)s-Cul,
trietlamina en DMF anhidro, seguido de metil propargil éter, para producir el derivado de 3-metoxipropinil-2,4-
diaminopirazolo[3,4-d]pirimidina (27). Los grupos amino en este compuesto se bloquearon mediante una reaccion
con N,N-dimetilformamida dimetil acetal para producir (28). El nucledsido bloqueado se hizo reaccionar primero con
cloruro de dimetoxitritilo y después con diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo para producir la fosforamidita
bloqueada deseada (29).
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Esquema de reacciéon 7
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Los siguientes esquemas de reaccion proporcionan procedimientos para la preparacion de pirazolo[3,4-d]pirimidinas
sustituidas con 3-heterociclo. Los procedimientos generales proporcionados en la presente pueden adaptarse para
la preparacion de otros sustituyentes heterociclicos.

Esquema de reaccién 8
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El esquema de reaccion 8 proporciona la sintesis de una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida protegida, en la que el
sustituyente es un grupo furanilo. Se hizo reaccionar malonitrilo con cloruro de 2-furfurilo en presencia de una base,
seguido de un tratamiento con sulfuro de dimetilo para producir el derivado de metoxi dinitrilo (30). La reaccion de
(30) con hidrazina produjo el pirazol sustituido (31) que se hizo reaccionar con formamida para producir 3-(2-
furil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina (32). La base (32) se trat6 con 1-cloro-1,2-didesoxi-3,5-di-O-toluoilribofuranosa
para producir el nucleétiso bloqueado (33). EI compuesto (33) se tratdé primero con NaOMe/MeOH para hidrolizar los
grupos toluoilo para producir el nucleésido no bloqueado que se hizo reaccionar con N,N-dimetilformamida dimetil
acetal para producir el derivado de nucleésido protegido (34). Este derivado se hizo reaccionar primero con cloruro
de dimetoxitritilo y después con diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo para producir la fosforamidita bloqueada
deseada (35).

Esquema de reaccion 9
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El esquema de reaccion 9 proporciona la sintesis de una 2,4-diaminopirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida protegida,
en la que el sustituyente es un grupo furanilo. El carbonitrilo (31) se hizo reaccionar con carbonato de guanidinio
para producir 3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina (36). Esta base se traté con 1-cloro-1,2-didesoxi-3,5-di-O-
toluoilribofuranosa para producir el nucleésido bloqueado, que se traté con NaOMe/MeOH para hidrolizar los grupos
toluoilo y producir el derivado de nucledsido no bloqueado (37). Este Ultimo compuesto se hizo reaccionar con N,N-
dimetilformamida dimetilacetal para producir el derivado de nucledsido protegido (38). Este derivado se hizo
reaccionar primero con cloruro de dimetoxitritilo y después con diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo para
producir la fosforamidita bloqueada deseada (39).
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Esquema de reaccién 10
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El esquema de reaccion 10 proporciona una via de sintesis para una HOBU-fosforamidita hidroxiprotegida. En este
esquema, el 3-butin-1-ol se convierte en su éster p-toluoilico (40) con cloruro de p-toluoilo en presencia de piridina.
El butinol protegido se combina con 5-yodo-2’-desoxiuridina en presencia de tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) y
yoduro de cobre, después se protege (como un DMT éter) para formar (41), que entonces puede convertirse en su
correspondiente derivado de fosforamidita (42). El reactivo (42) puede utilizarse directamente en la preparacion de
oligonucledtidos modificados. La eliminacion del grupo protegido de p-toluoilo puede realizarse segun
procedimientos convencionales.

En cada uno de los anteriores esquemas, los expertos en la técnica entenderan que pueden utilizarse otros grupos
protectores y/o grupos activantes. Ademas, diferentes monémeros que contienen bases no naturales, con diferentes
grupos funcionales, pueden requerir diferentes grupos blogueantes para la sintesis satisfactoria de los
oligonucleétidos modificados. Una diversidad de grupos de proteccion (tiles, su sintesis y los procedimientos de
desproteccion se describen, por ejemplo, en Beaucage e lyer, Tetrahedron, 48:2223-2311 (1992).

La sintesis de oligonucle6tidos y de oligonucleétidos modificados puede iniciarse a partir de un soporte sélido que
contenga un conector escindible al cual se une la primera base. Los oligonucleétidos de la invencion pueden
sintetizarse para que contengan una pirazolo[3,4-d]pirimidina sustituida como primer nucleétido en el extremo 3’,
utilizando una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida apropiada. Como alternativa, una pirimidina 5-sustituida puede
unirse inicialmente a un soporte sélido. El esquema de reaccion 11 ilustra una estrategia general para la sintesis de
un derivado de dA CPG de pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida protegida (C). El intermedio (A) puede prepararse
utilizando los procedimientos descritos en el esquema de reaccién 3, mientras que (B) y (C) pueden sintetizarse
como se describe en la solicitud de EEUU n° de serie 09/457.616, en tramitacion junto con la presente.
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Esquema de reaccién 11
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En este aspecto de la divulgacién, una diversidad de soportes sdlidos son Utiles, con la condicion de que el soporte
sea compatible con las técnicas de oligonucleétidos autométicas, e incluyen vidrio, poliestireno, nailon, plastico y
similares. Ademas, la presente invencién proporciona, en un aspecto relacionado, un soporte sélido (por ejemplo,
vidrio de tamafio de poro controlado (CPG)) que tenga una base modificada unida, preferiblemente las que tienen
las férmula Ic, Id, le, If, Ilb, lic, Iid, lle. Mas preferiblemente, la base modificada unida es un resto pirazolo[3,4-
d]pirimidina 3-sustituida o pirimidina 5-sustituida, en la que los sustituyentes se seleccionan de los grupos preferidos
descritos anteriormente, y también incluye las nuevas bases descritas con mas detalle a continuacion.

La presente invencion incluye ademas aquellas composiciones y procedimientos en los que cualquiera de las
pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas y/o 3-sustituidas y/o pirimidinas 5-sustituidas se combinan o se usan en
combinacién con otras bases modificadas conocidas en la técnica. Se han descrito otras unidades monoméricas
modificadas (Scheit, NUCLEOTIDE ANALOGS, John Wiley, Nueva York, 1980; Uhiman y Meyman, Chemical
Reviews, 90:543-584 (1990); Seela y Debelak, Nucl. Acids Res., 28:3224-3232 (2000); Balow et al., Nucl. Acids
Res., 26:3350-3357 (1998); Bolli et al., Nucl. Acids Res., 24:4660-4667 (1996).

Matrices de oligonucledtidos modificados

En otra realizacion de la presente invencion, los oligonucleétidos modificados se emplean en procedimientos que
utilizan matrices de oligonucleétidos, tales como la secuenciacion mediante hibridacion y el analisis basado en
matrices de la expresion génica. La presente invencidon contempla una diversidad de matrices incluyendo, por
ejemplo, matrices en chip o plataforma, matrices en esferas, matrices en fase liquida, matrices de “cddigo postal” y
similares. En la secuenciacion mediante hibridacion, una matriz ordenada de oligonucleétidos de diferente secuencia
conocida se emplea como plataforma para la hibridacion con uno o mas polinucleétidos, acidos nucleicos o
poblaciones de &cidos nucleicos de ensayo. La determinacion de los oligonucleétidos que se hibridan y el
alineamiento de sus secuencias conocidas permite la reconstruccion de la secuencia del polinucleétido de ensayo.
Como alternativa, pueden colocarse en matriz oligonucleétidos que comprenden la secuencia de tipo salvaje y todas
las posibles secuencias mutantes para una region dada de un gen de interés. La exposiciéon de la matriz al ADN o
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ARN de un sujeto o especimen biolédgico, bajo condiciones de hibridacion, permite la determinacién del estado de
tipo salvaje o mutante para el gen de interés. Véanse, por ejemplo, las patentes de EEUU n° 5.492.806; 5.525.464;
5.556.752; y las publicaciones PCT WO 92/10588 y WO 96/17957. Ambas técnicas requieren una discriminacion
entre las secuencias relacionadas, en especial al nivel de nuclettidos individuales; por tanto, las mayores
propiedades discriminatorias de los oligonucleétidos modificados de la invencién proporcionaran mejoras en estas
técnicas. Los materiales para la construccion de matrices incluyen, pero no se limitan a nitrocelulosa, vidrio, obleas
de silicio, fibras opticas y otros materiales adecuados para la construccién de matrices, tales como son conocidos
por los expertos en la técnica. La sintesis de matrices de oligonucleétidos se ha descrito en la solicitud U.S. n° de
serie 09/364.320, en tramitacion junto con la presente, y pueden realizarse modificaciones adecuadas a los
procedimientos que aparecen en ésta para preparar las matrices de la presente invencion.

Otra aplicacién de la presente invencién a la tecnologia de las matrices es para el estudio de patrones de expresién
génica en una célula o tejido concretos. En este caso, los oligonucleétidos o los polinucleétidos que se corresponden
con diferentes genes se distribuyen en matriz sobre una superficie y, por ejemplo, se incuba una muestra de acido
nucleico procedente de un tipo de célula o de tejido concreto con la matriz bajo condiciones de hibridacion. La
deteccién de los sitios sobre la matriz en los que se produce la hibridacion permite determinar cuales
oligonucledtidos se han hibridado y, por tanto, cuéles son los genes activos en la célula o el tejido concretos a partir
de los cuales se derivd la muestra.

Los procedimientos de matrices también pueden utilizarse para la identificacion de mutaciones o polimorfismos, en
los que las secuencias de tipo salvaje y mutantes se colocan en una matriz ordenada sobre una superficie. La
hibridacion de una muestra de polinucleétido con la matriz bajo condiciones rigurosas y la determinacién de cuales
son los oligonucleétidos en la matriz que se hibridan con el polinucleétido permite determinar si el polinucle6tido
posee la secuencia de tipo salvaje o la mutante. Puesto que muchas secuencias mutantes de genes con importancia
clinica se diferencia de sus homdlogos de tipo salvaje s6lo en una o en unas pocas posiciones de nucleétidos, los
mayores poderes discriminatorios de los oligonucleétidos modificados de la invencion proporcionaran mejoras en la
deteccion de mutaciones.

En todas las aplicaciones mencionadas anteriormente de la tecnologia de matrices, las mayores capacidades
discriminatorias de los oligonucleétidos modificados proporcionan mejoras significativas en la sensibilidad y en el
poder de resolucion.

Una hibridacion eficaz, por ejemplo en matrices, requiere que las sondas de captura contengan T, en un intervalo de
temperaturas pequefio. En una realizacidon de la invencion, la Tm del oligonucleétido de captura para su uso en
matrices esta equilibrada, eliminando el problema asociado con las secuencias ricas en GC y en AT, utilizando una
combinacién de 3’-MGB y bases modificadas (por ejemplo, PPPA y PPPU). La tabla 1 y la figura 2 ilustran el
equilibrio de la Tr, de sondas ricas en pirimidina con diferentes pares de bases G/C y A/T. Para equilibrar la Tr, de
las diferentes sondas se utilizaron PPPA, PU y MGB en combinacion. Las sondas ricas en purinas y en pirimidinas y
las dianas complementarias se muestran en la tabla 1, y las T, de estas sondas se muestran en la figura 2. Tal
como se muestra en la figura 2, la diferencia en Ty entre una sonda rica en GC y una sonda rica en AT puede ser
mayor que 50 °C.

Tabla 1. Secuencias de las sondas oligonucleotidicas y las dianas complementarias

Dianas complementarias Sondas ricas en Pi/Pu pares de bases | SEQ ID NO:
1* TCGGCGGCGT 1* MGB-Q-CGCCGCCG 8 G/IC 8

2* | ACAGCGGCGT 2* MGB-Q-CGCCGCTG 7GIC,1AT 9

3* | ACAGCGACGT 3* MGB-Q-CGTCGCTG 6 G/C, 2 AIT 10

4* TCAGTGACGA 4* MGB-Q-CGTCACTG 5G/C,3AT 11

5* TCAGTGACAA 5*MGB-Q-TGTCACTG 4GIC, 4 AIT 12

6* TCAATGACAG 6*.MGB-Q-TGTCATTG 3GIC,5AT 13

7* | ACAATGATAA 7*.MGB-Q-TATCATTG 2GIC,6 AIT 14

8* CCAATAATAA 8* MGB-Q-TATTATTG 1G/C, 7TAT 15

9* GTAATAATAA 9* MGB-Q-TATTATTA 8 AT 16

Como puede observarse en la figura 2, la modificacion con PPPA, PU y MGB proporciona un conjunto de sondas
con Ty, equilibradas.
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Una hibridacién eficaz, por ejemplo en matrices, requiere que las sondas contengan Tm en un intervalo de
temperaturas estrecho. Por tanto, en realizaciones relacionadas, los oligonucle6tidos modificados descritos en la
presente pueden comprender cualquier combinacion de bases normales, bases de pirazolo[3,4-d]pirimidina no
sustituida (por ejemplo, PPG y PPA), pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituidas, purina modificada, pirimidina
modificada, pirimidinas 5-sustituidas, bases universales y un ligante del surco menor para equilibrar la Tn, del
oligonucledtido.

La capacidad para predecir y “equilibrar’ las T, de multiples oligonucle6tidos modificados es particularmente (til
para el desarrollo de matrices de oligonucleétidos o para composiciones que tengan una pluralidad de
oligonucleétidos. Ademas, la capacidad para predecir las T, de los oligonucleétidos modificados es til para
establecer condiciones apropiadas para la hibridaciéon, la renaturalizacion, las variaciones de cartografiado de las
composiciones de bases de las secuencias, la determinacién de la complejidad y de la divergencia de la secuencia.
Puede desarrollarse un algoritmo de prediccion de Tm utilizando modelos que asignan contribuciones
termodinamicas a la formacién de duplex para todas las pares de bases posibles individuales que sean las vecinas
mas cercanas. Los pardmetros termodinamicos para 10 pares de bases independientes que son las vecinas méas
cercanas estan disponibles en fuentes publicadas para hibridos de ADN:ARN (véase, Sugimoto et al., Biochem.,
34:11211-11216 (1995)) y ADNbc (SantalLucia et al., Biochem., 36:10581-10595 (1997)). El uso de los parametros
de los vecinos mas cercanos para desarrollar programas para calcular la estabilidad de duplex oligonucleotidicos en
términos de la T se ha descrito (véase, Schutz y von Ahsen, Biotechniques, 27:1218-1222 (1999); Owczarzy et al.,
Biopolymers, 44:217-239 (1997); para PNA/ADN, véase Geisen et al., Nucl. Acids Res., 26:5004-5006 (1998); Blake
et al., Bioinformatics, 15:370-375 (1999); y la patente de EEUU n° 5.556.749.

Los principios bésicos de la descripcion termodinamica y cinética de la discriminacion de desapareamientos son muy
conocidos y se resumen a continuacion.

Una interaccion sonda-diana es una reaccion en equilibrio que puede describirse como:
A+B < AB
en la que A = sonda, B = diana de ADN

A una temperatura de equilibrio T de reacciones directas (asociacion) e inversas (disociacion) se puede describir una
constante de equilibrio K, en la que:

_ 4B]
T [4][B]

en términos de equilibrio termodinamico:

K= exp(-AH°AB/RT + ASOAB/R);

AG®p = AH%Ap - TAS As;

AGs = -RTLN(K)

en las que AH®g, AS°xg Y AG®ag SON los cambios en la entalpia, la entropia y la energia libre para la formacion de un
duplex AB.

El diplex AB tiene N pares de bases (N-1 vecinas mas cercanas) y la aproximacion de la vecina mas cercana
supone:

AH%ng = AH%1 + AHO, +...AH% 1 + AHO%nic = Z{AHO + AH %\ic)

ASCpg = AS®; + AS®, +...A4S%% 1 + ASOnic = Z(ASOi + Asoinic)

AGO5g = AG®, + AG®; +...4G%%, 1 + AGOnic = Z(AGOi + AGOinic)
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en las que AH%, AS% y AG® son los cambioes en la entalpia, la entropia y la energia libre para cada incremento de
pares de bases que son las vecinas més cercanas para la formacion de un diplex AB, AH%nic, AS®nic Y AGCnic Son los
parametros termodindamicos de inicio de la formacién de un duplex AB.

En el caso de la igualdad de concentracion total, Csonda = Cdiana, puede generarse una ecuacion para la Tm en
términos de energia libre, entalpia y entropia como se muestra a continuacion:

I AH i+ AH®inic)

T™M = o -
ITAS% + AS%inic) + RIn[(Csonda+ Cdiana) /4]

De manera similar a la mostrada anteriormente, pueden desarrollarse relaciones cuando la sonda se hibrida con una
diana que contiene un desapareamiento, como se muestra a continuacion:

A +B* < AB*
en la que A = sonda, B* = diana de ADN desapareada

Los parametros termodinamicos para el diplex desapareado AB* son: K*, AH%g+, AS®g+ Yy AG%g+. En términos de
parametros de las vecinas mas préximas para un par de bases desapareadas en la posicion “4”, por ejemplo, que
implica a las vecinas mas préximas “3” y “4”, los parametros de discriminacion AAH®, AAS® y AAGP® pueden
expresarse como:

AAHC = AH g - AH g+ = (AH°3 - AH°3*) + (AH04 - AHC, *) = AAH%; + AAH®,

AAS® = ASOpg - ASCpg+ = (ASO?, - AS°3*) + (ASO4 - AS°, *) = AAS®; + AAS®,

AAG® = AGCxg - AGCpp+ = (AGO?, - AG°3*) + (AGO4 - AGO4*) = AAG®; + AAG®,

En una realizacion de la invencion se disefian secuencias de sondas para determinar los parametros
termodinamicos de las vecinas mas cercanas para oligonucle6tidos que contienen purinas normales, pirimidinas y un
ligante del surco menor CDPI3 unido al extremo 3’ de un oligonucleétido. En otra realizacion, se determinan los
parametros termodindmicos de las vecinas mas cercanas para oligonucle6tidos que contienen pirimidinas normales,
purinas, un CDPI; unido al extremo 3’, pero en los que la guanina esta reemplazada por 5-hidropirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona. Los parametros termodinamicos de las vecinas mas cercanas se emplean en estas dos
realizaciones para calcular las T, de estos tipos de oligonucleétidos con y sin CDPIs. En el caso en que el CDPI; se
une en la base 1 del extremo 3’, se emplea la nueva férmula y algoritmo de prediccion de T, derivados de:

I{AH i+ AH%inic)
Csonda + Cdiana
4

TM =
I AS% + AS®inic) + RLﬂ[

| + aas°mGB

El modelo supone que un MGB unido a un oligonucleétido tiene un factor entrépico puro adicional AAS®ycs. Este
valor puede calcularse segun el algoritmo: 6 bases (5 vecinas mas cercanas) del cebador-3’ y son cubiertas por el
MGB desde la base de comienzo “1” o “2”. Cada vecina mas cercana cubierta tiene un valor exclusivo de AAS®ygg.
Se introduce el factor de correccion “A” en el caso en que haya una adenosina en las posiciones de las bases 6, 7 u
8. Se introduce el factor estadistico “n”, ademas del factor “A”, cuando n = 3 para -AAA-; n = 2 para -AA-, -ANA-; n =
1 para -A-; n = 0 para -AN- y -NA- (N es cualquier base distinta de A). Un valor final de AAS°vee puede determinarse
mediante la ecuacion:

AAS®yice = 2AAS%vce + A(opcional) + R*Ln(N)(opcional)

Las tablas 2a y 2b contienen los parametros termodinamicos de las vecinas mas cercanas para oligonucleétidos que
contienen PPG solo y la contribucién entrépica del MGB, respectivamente. En el Gltimo caso, se incorpora la
contribucion de la fluoresceina y de un extintor oscuro en el tratamiento termodindmico y en general se ha
demostrado que es despreciable (el extintor es parte del conector entre el MGB y el oligonucle6tido).
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Tablas 2a y 2b. a) Parametros de las vecinas mas cercanas para oligonucle6tidos que contienen PPG; b) La
contribucién entrépica del CDPI;

a)

NUmero 5-3 AH° AS° AGO(65)
1 AA -7850 -22,3 -324
2 AT -8180 -23,0 -411
3 AC -8450 -22,6 -795
4 AG -6560 -17,2 -730
5 TA -7230 -21,8 129
6 TT -7850 -22,3 -324
7 TC -8750 -24,0 -614
8 TG -6900 -18,3 -715
9 CA 7530 -20,3 -652
10 CT -6390 -17,3 -548
11 cC -7860 -20,1 -1071
12 CG -6030 -14,0 -1288
13 GA -10070 -27,4 -795
14 GT -9110 -23,5 -1175
15 GC -13170 -34,0 -1665
16 GG -8080 -20,2 -1258
17 GCinic -48440 -17,6 1116
18 ATinic -1060 -7,1 1341
b)

Numero 5-3 AAS®

1 AA 3,408

2 AT 3,060

3 AC 1,442

4 AG 0,750

5 TA 2,463

6 TT 3,313

7 TC 2,870

8 TG 0,893

9 CA 0,607

10 CT 2,253
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11 CcC 0,905
12 CG -0,721
13 GA 1,282
14 GT 2,397
15 GC 2,172
16 GG 1,298

En una realizacién preferida, se equilibran las Tr, de mdltiples oligonucleétidos modificados que contienen el mismo
numero de bases utilizando un algoritmo para seleccionar los pardmetros de las vecinas mas cercanas a partir de
cualquier combinacion de bases normales, bases universales, PPA, PPG, PPPA, PPPG, PU, PC, HOPU, HOBuUU,
HOBUC, (NH2):PPPA, (NH2);PPPAOH, (NH).BuPPAOH, (NH.),PPAI, HOBUPPG, ligante del surco menor,
fluoréforo, extintor y un quimioluminiscente.

Como alternativa, las Tn de miltiples oligonucledtidos modificados se equilibran sustancialmente para que
contengan el mismo ndmero de bases mas o menos 1 6 2 bases, con un intervalo de T, de aproximadamente + 2
°C.

En algunos casos, se emplean bases modificadas que aumentan la estabilidad del diplex, ademas de las bases
modificadas que disminuyen la estabilidad del duplex. Las bases modificadas que disminuyen la estabilidad del
duplex son muy conocidas, por ejemplo, 7-desazaadenina y 7-desazaguanina.

Uso de los oligonucledtidos modificados

Los oligonucleétidos modificados de la presente invencidon proporcionan numerosas ventajas frente a los
oligonucledtidos no modificados, incluyendo una mejor discriminacion de desapareamientos. Los oligonucle6tidos
modificados de la invencion son particularmente (tiles como sondas, y se detecta su hibridacion con una secuencia
diana, o como cebadores, y se sigue su hibridacion a una secuencia diana mediante la sintesis del polinucleotido
iniciada desde el extremo 3’-terminal del oligonucleétido modificado, y se detecta el producto sintetizado (es decir, el
producto de la extension).

Los oligonucleétidos modificados de la presente invencién son Utiles en otras técnicas en que esta implicada la
hibridacién de un oligonucleétido a otro acido nucleico. Estas incluyen, pero no se limitan a las técnicas en que la
hibridacion de un oligonucledtido a un &cido nucleico diana es el objetivo final; las técnicas en que la hibridacion de
uno o mas oligonucledtidos a un acido nucleico diana es anterior a una 0 mas etapas de alargamiento mediadas por
polimerasa, que emplean el oligonucledtido como cebador y el acido nucleico diana como molde; las técnicas en que
la hibridacion de un oligonucleétido a un acido nucleico diana se emplea para bloquear la extension de otro cebador;
las técnicas en que la hibridacion de un oligonucleétido a un acido nucleico diana es seguida por la hidrdlisis del
oligonucleétido para liberar un marcador unido; y las técnicas en que dos 0 mas oligonucleétidos se hibridan con un
acido nucleico diana y se miden las interacciones entre los multiples oligonucleétidos. Las condiciones para la
hibridacion de oligonucleétidos y los factores que influyen en el grado y la especificidad de la hibridacion, tales como
la temperatura, la fuerza idnica y la composicién del disolvente, son muy conocidos por los expertos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra; Ausubel, et al., supra; M.A. Innis et al. (eds.), PCR Protocols, Academic
Press, San Diego, 1990; B.D. Hames et al. (eds.), Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach, IRL Press,
Oxford, 1985; y van Ness et al. (1991), Nucleic Acids Res. 19:5143-5151.

La hibridacion de sondas y/o cebadores a secuencias diana se realiza segun propiedades de apareamiento de
bases muy conocidas y reconocidas en la técnica, de forma que las bases de adenina se aparean con timina o
uracilo, y las bases de guanina se aparean con citosina. La propiedad de un nucleétido que le permite aparearse con
bases de un segundo nucledtido se llama complementariedad. Por tanto, la adenina es complementaria con la timina
y con el uracilo, y viceversa; de manera similar, la guanina es complementaria con la citosina, y viceversa. Un
oligonucledtido que es complementario a lo largo de toda su longitud con una secuencia diana se dice que es
perfectamente complementario, que estd perfectamente apareado, o que es totalmente complementario con la
secuencia diana, y viceversa. Un oligonucleodtido y su secuencia diana pueden tener secuencias relacionadas, en las
gue la mayoria de las bases en las dos secuencias son complementarias, pero una o mas bases no son
complementarias, 0 estdn desapareadas. En este caso, se dice que las secuencias son sustancialmente
complementarias entre si. Si las secuencias de un oligonucledtido y de una secuencia diana son de tal forma que
son complementarias en todas las posiciones de los nucleétidos excepto una, el oligonucledétido y la secuencia diana
tienen un Unico desapareamiento de nucleétido entre si.
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Los nucleétidos de pirazolo[3,4-d]pirimidina modificada de la invencion conservan la especificidad de apareamiento
de bases de sus andalogos naturales; los analogos de PPPG son complementarios con la citosina, mientras que los
analogos de PPPA son complementarios con la timina y con el uracilo. Los analogos de PPPG y PPPA no s6lo
tienen una menor tendencia al denominado apareamiento “bamboleante” con bases no complementarias,
comparados con la guanina y la adenina, sino que los grupos 3-sustituidos aumentan la afinidad de unién de los
duplex. De manera similar, las pirimidinas modificadas se hibridan de modo especifico con sus homélogos naturales.

Las condiciones para la hibridacién son muy conocidas por los expertos en la técnica, y pueden variarse dentro de
unos limites relativamente amplios. La rigurosidad de la hibridacion se refiere al grado en que las condiciones de
hibridacion no favorecen la formacién de hibridos que contienen nucleétidos desapareados, estimulando con ellos la
formacion de hibridos perfectamente apareados o de hibridos que contienen menos desapareamientos; una mayor
rigurosidad se correlaciona con una menor tolerancia por hibridos desapareados. Los factores que afectan a la
rigurosidad de la hibridacién incluyen, pero no se limitan a la temperatura, el pH, la fuerza iénica, la concentracion de
disolventes organicos, tales como formamida y dimetilsulféxido, y de caotropos. Tal como es bien sabido por los
expertos en la técnica, la rigurosidad de la hibridacion aumenta con una mayor temperatura, una menor fuerza inica
y una menor concentracion de disolventes. Véase, por ejemplo, Ausubel et al., supra; Sambrook et al., supra; M.A.
Innis et al. (eds.), PCR Protocols, Academic Press, San Diego, 1990; B.D. Hames et al. (eds.), Nucleic Acid
Hybridisation: A Practical Approach, IRL Press, Oxford, 1985; y van Ness et al., (1991) Nucleic Acids Res., 19:5143-
5151.

Por tanto, en la formacién de hibridos (duplex) entre un oligonucleétido y su secuencia diana, el oligonucle6tido se
incuba en disolucion, junto con un polinucledtido que contiene la secuencia diana, bajo condiciones de temperatura,
fuerza idnica, pH, etc., que son favorables para la hibridacion, es decir, bajo condiciones de hibridacion. Las
condiciones de hibridacion se eligen, en algunas circunstancias, para que se favorezca la hibridaciéon entre dos
acidos nucleicos que tengan secuencias perfectamente apareadas, comparadas con una pareja de acidos nucleicos
gue tengan uno o mas desapareamientos en la secuencia que se hibrida. En otras circunstancias se eligen las
condiciones de hibridacion para permitir una hibridacién entre secuencias desapareadas, favoreciendo la hibridacion
entre los acidos nucleicos que tengan menos desapareamientos.

El grado de hibridacion de un oligonucledtido con una secuencia diana, también conocido como fuerza de
hibridacion, se determina mediante procedimientos que son muy conocidos en la técnica. Un procedimiento
preferidos es determinar la T, del duplex hibrido. Esto se logra, como se describié anteriormente, sometiendo al
duplex en disolucion a una temperatura gradualmente en aumento y controlando la desnaturalizacion del duplex, por
ejemplo, mediante la absorbancia de la luz ultravioleta, que aumenta segun se desapilan las pares de bases, que se
produce durante la desnaturalizacién. La T, se define en general como el punto medio de temperatura de la
transicion en la absorbancia de ultravioleta que se produce durante la desnaturalizacion. Como alternativa, si se
conocen las Tm, puede elegirse una temperatura de hibridacion (a una fuerza idnica, pH y concentracion de
disolvente fijados) que esté por debajo de la Tr, del duplex deseado y por encima de la Tr, de un duplex no deseado.
En este caso, la determinacion del grado de hibridacion se logra sencillamente ensayando la presencia de la sonda
hibridada.

Si una sonda comprende un marcador detectable, los ensayos para la sonda que se va a hibridar normalmente se
disefian para que detecten la presencia de un marcador en un material de duplex. Esto puede lograrse, por ejemplo,
seleccionando de modo especifico el material de diplex, destruyendo de modo especifico el material monocatenario,
o utilizando alguna combinacién de estos procedimientos. Por ejemplo, las mezclas de la reaccion de hibridacion
pueden someterse a condiciones de alta rigurosidad y/o a nucleasas especificas de cadena sencilla; o los duplex
pueden purificarse mediante técnicas de afinidad especificas para acidos nucleicos bicatenarios, en oposicion a
monocatenarios. En una realizacion preferida de la invencion, los duplex se detectan por la liberacion de un
marcador de la sonda bajo condiciones en que el marcador se libera s6lo cuando la sonda esta en un diplex. Otra
realizacién requiere la separacion del marcador y extintores cuando se hibrida con la diana.

Los marcadores detectables adecuados para su uso con sondas de acidos nucleicos son muy conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a isétopos radiactivos, cromoéforos, fluordforos, agentes
guimioluminiscentes y electroquimioluminiscentes, marcadores magnéticos, microesferas, metales coloidales (Taton
et al.,, Science 289:1757-1760 (2000)), marcadores inmunoldgicos, ligandos y marcadores enzimaticos. Los
marcadores adecuados también incluyen marcadores de masa y los que se emplean en la deducciéon de bancos de
guimica combinatoria, por ejemplo, marcadores que pueden ser reconocidos mediante una cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC), cromatografia de gases, espectrometria de masas, fibras de formacion de imagenes opticas,
resonancia de plasmén de superficie, espectroscopia de correlacion, nanotecnologia (Guetence et al., J.
Chromatogr. B. Biomed. Sci. Appl., 739:139-150 (2000)) y similares.

Los procedimientos para marcar oligonucleétidos son muy conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, procedimientos quimicos y enzimaticos. Como ejemplo, los procedimientos para la incorporacion de grupos
guimicos reactivos en nucledtidos, en sitios especificos, son muy conocidos por los expertos en la técnica. Los
oligonucledtidos que contiene un grupo quimico reactivo, localizado en un sitio especifico, pueden combinarse con
un marcador unido a un grupo reactivo complementario (por ejemplo, un oligonucleétido que contenga un grupo
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reactivo nucledfilo puede hacerse reaccionar con un marcador unido a un grupo reactivo electréfilo) para acoplar un
marcador con una sonda mediante una técnica quimica. Los ejemplos de marcadores y de procedimientos para unir
un marcador a un oligonucleétido se describen, por ejemplo, en la patente de EEUU n° 5.824.796; la patente de
EEUU n° 5.210.015; Kessler (ed.), Nonradioactive Labeling and Detection of Biomolecules, Springer-Verlag, Berlin,
1992; Kricka (ed.), Nonisotopic DNA Probe Techniques, Academic Press, San Diego, 1992; Howard (ed.), Methods
in Nonradioactive Detection, Appleton y Lange, Norwalk, 1993. Puede lograrse un marcaje quimico no especifico de
un oligonucledtido combinando el oligonucleétido con un compuesto quimico que reaccione, por ejemplo, con un
grupo funcional concreto de una base nucleotidica, y al mismo tiempo o después hacer reaccionar el oligonucleétido
con un marcador. Véase, por ejemplo, Draper et al. (1980), Biochemistry, 19:1774-1781. La incorporacién enzimatica
de un marcador en un oligonucleétido puede lograrse realizando una modificacion enzimatica o una polimerizaciéon
de un oligonucleédtido utilizando precursores marcados, o afiadiendo el marcador de modo enzimatico a un
oligonucledtido ya existente. Véase, por ejemplo, la patente de EEUU n° 5.449.767. Los ejemplos de enzimas
modificadoras incluyen, pero no se limitan a ADN polimerasas, transcriptasas inversas, ARN polimerasas, etc. Los
ejemplos de enzimas que son capaces de afiadir un marcador a un oligonucleétido ya existente incluyen, pero no se
limitan a quinasas, transferasas terminales, ligasas, glicosilasas, etc.

Si un oligonucledtido es capaz de actuar como un cebador, el grado de hibridacion del oligonucleétido también
puede determinarse midiendo los niveles del producto de la extensiéon del cebador. En este caso, el cebador puede
marcarse, 0 uno o mas de los precursores para la polimerizacion (normalmente los nucleésidos trifosfato) pueden
marcarse. El producto de la extension puede detectarse, por ejemplo, por el tamafio (por ejemplo, mediante una
electroforesis en gel), mediante procedimientos de afinidad, o mediante cualquier otra técnica conocida por los
expertos en la técnica.

Los ensayos de extension de cebadores (“minisecuenciacion”, “andlisis de bits genéticos”) se emplean
habitualmente para la tipificacibn de SNP y tienen el potencial de poderse utilizar en otras aplicaciones de
genotipificacion y seleccion de mutaciones (Pastinen T. et al., Genome Res., 10:1031-42 (2000)). En ciertas
realizaciones, las bases modificadas y los ligantes del surco menor mejoran los ensayos de extension de cebadores
de varias formas. La mayor estabilidad del duplex proporcionada por MGB, o la pirimidina 5-sustituida o la
pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida, permite realizar las extensiones a temperaturas elevadas. Esto resulta
ventajoso porque se eliminan las estructuras secundarias probleméticas en las moléculas diana a temperaturas
elevadas. Ademas, la hibridacion de la diana al cebador es mas rapida a mayor temperatura. En estas reacciones
pueden utilizarse polimerasas termoestables, tales como Taq polimerasa y ADN polimerasa de Bst.

Ademas, los MGB y las bases modificadas mejoran la especificidad de los ensayos eliminando una clase de sefiales
de falsos positivos. Las secuencias de cebadores que forman estructuras en horquilla u homodimeros son
propensas a una extension independiente del molde (el extremo 5’ del cebador actiia como molde), dando una sefial
de falso positivo. Los MGB y las bases modificadas sobre “moldes” inhiben la extensiéon por ADN polimerasas. Por
tanto, los MGB en el extremo 5’, o las bases modificadas en el extremo 5 o en mitad de un cebador puede evitar la
extensién (falsos positivos) a partir de horquillas de cebadores o dimeros de cebadores. Por ultimo, PPG puede
emplearse para eliminar las estructuras no candnicas formadas por oligonucleétidos ricos en G, permitiendo ensayos
de extension de cebadores en estas secuencias.

Otros ensayos en los que los presentes oligonucleétidos modificados son particularmente Utiles se describen en la
solicitud n° de serie 09/054.862, en tramitacion junto con la presente.

Otros ensayos de amplificacion en los que los nucleétidos modificados son dtiles incluyen los ensayos de
amplificacion basados en la ruptura invasiva de sondas oligonucleotidicas por endonucleasas de ADN solapado
(Lyamichev et al., Nature Biotechnol., 17:292-296 (1999); y Olson, et al., High-Throughput Gene Expression
Monitoring with the Invader® Assay, Poster, Society for Biomolecular Screening Conference, Vancouver, Columbia
Britanica, Canada, 2000); los ensayos de tipo de replicacion de secuencia autosostenida (Mueller et al., Histochem.
Cell Biol., 108:431-437 (1997)) y similares. De manera sorprendente, las bases no naturales pueden sustituirse en
las sondas invasoras y en las sondas gendmicas de un ensayo basado en cleavasas. Estas modificaciones incluyen,
pero no se limitan a pirazolo[3,4-d]pirimidinas, pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituidas y pirimidinas 5-sustituidas. Los
esqueletos no naturales también se incluyen, tales como los monémeros utilizados en acidos nucleicos peptidicos,
acidos nucleicos bloqueados, etc. Ademas, los oligonucledtidos modificados pueden tener unidos ligantes del surco
menor, fluoréforos, extintores y similares. Los expertos en la técnica apreciaran que también pueden utilizarse
qguimeras para permitir la actividad enziméatica y la actuacion éptimas.

En la presente invencién, de modo inesperado se descubrieron marcadas mejoras en los sistemas basados en
cleavasas, cuando las bases modificadas sustituyeron a las bases normales en las sondas invasoras y en las
sondas gendmicas. Por tanto, el uso de bases modificadas, tales como hidroxipropilPPA (HOPPPA), (NH2).PPPAOH
y 3-yododiaminoPPA permite disminuir la longitud de las sondas invasoras y las sondas gendmicas, mientras que se
proporciona una mejor actuacion del ensayo. En otra realizacion, las bases no naturales también se incorporan en la
sonda médulo.

En vista de lo anterior, la presente invencidon proporciona en un aspecto un procedimiento para distinguir
polinucledtidos con secuencias relacionadas, comprendiendo dicho procedimiento:
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(@) poner en contacto un oligonucleétido modificado que tiene una secuencia definida que comprende al
menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida y al menos una pirimidina 5-sustituida como se define
en la reivindicacion 1 en lugar de una base de purina o de pirimidina, con al menos dos polinucledétidos,
en el que uno de los polinucledtidos tiene una secuencia diana que es perfectamente complementaria
con el oligonucledtido modificado y al menos uno de los otros polinucleétidos tiene una secuencia
diana con al menos una base desapareada; y

(b) determinar el grado de hibridacién entre el oligonucleétido modificado y cada uno de los
polinucleétidos.

Preferiblemente, al menos uno de los otros polinucleétidos tiene una secuencia diana con una o dos bases
desapareadas, mas preferiblemente sélo una base desapareada.

Como se indico anteriormente, una secuencia diana se refiere a una secuencia de nucleétidos que comprende un
sitio de hibridacion para una sonda o un cebador. Las secuencias diana pueden encontrarse en cualquier acido
nucleico, incluyendo, pero sin limitarse a ADN gendmico, ADNc, ARN y cualquier producto amplificado de los
mismos, y pueden comprender una secuencia génica de tipo salvaje, una secuencia de un gen mutante, una
secuencia no codificadora, una secuencia reguladora, etc. Una secuencia diana en general tendr4 una longitud
menor que 100 nucledtidos, preferiblemente menor que 50 nucledtidos, y lo mas preferiblemente menor que 21
nucledtidos.

Los oligonucledtidos modificados utilizados en este aspecto de la invencion son fundamentalmente sondas
modificadas, y los polinucleétidos pueden distinguirse determinando cuales son los polinucledtidos que se hibridan
con la sonda modificada. Las sondas modificadas pueden marcarse con cualquier marcador detectable, o la sonda
puede tener la capacidad de ser marcada antes o después de la hibridacion, por ejemplo porque contenga un grupo
reactivo capaz de asociarse con un marcador o porque sea capaz de hibridarse con una sonda marcada secundaria,
antes o después de la hibridacién a la diana. Las condiciones para la hibridacion de sondas de acidos nucleicos son
muy conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra; Ausubel et al., supra;
Innis et al., supra; Hames et al., supra; y van Ness et al., supra.

La hibridacion puede ensayarse (es decir, los acidos nucleicos hibridados pueden identificarse) distinguiendo la
sonda hibridada de la sonda libre mediante uno de varios procedimientos muy conocidos por los expertos en la
técnica. Estos incluyen, pero no se limitan a la union de un &acido nucleico diana a un soporte sélido, directa o
indirectamente (mediante hibridacién con una segunda sonda unida a un soporte, 0 mediante la interaccién entre
ligandos unidos a un soporte y conjugados con una sonda), seguido de la hibridacién directa o indirecta con la
sonda, y lavando para eliminar la sonda no hibridada; la determinacién de la resistencia a nucleasas; la
determinacion de la densidad de flotacién; los procedimientos de afinidad especificos para duplex de acidos
nucleicos (por ejemplo, cromatografia de hidroxiapatito); las interacciones entres multiples sondas hibridadas con el
mismo acido nucleico diana, etc. Véase, por ejemplo, Falkow et al., patente de EEUU n° 4.358.535; Urdea et al.,
patentes de EEUU n° 4.868.105 y 5.124.246; Freifelder, Physical Biochemistry, 22 edicién, W. H. Freeman & Co.,
San Francisco, 1982; Sambrook, et al., supra; Ausubel et al., supra; Hames et al., supra; y otras referencias
relacionadas. La capacidad estabilizante de diplex de los conjugados de oligonucledtidos modificados con MGB
hace posible la hibridacion bajo condiciones mas rigurosas, en las que puede minimizarse la aparicién de una
estructura secundaria potencialmente oclusora en el acido nucleico diana. Por consiguiente, estos oligonucle6tidos
modificados con MGB son particularmente preferidos en este aspecto de la invencion.

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona un procedimiento para detectar la presencia de una
secuencia diana en un polinucleétido, comprendiendo dicho procedimiento:

(&) incubar un polinucleétido que se va a ensayar para la presencia de la secuencia diana con un
oligonucleétido modificado que tiene una secuencia que es sustancialmente complementaria con la
secuencia diana bajo condiciones de hibridacion; e

(b) identificar los acidos nucleicos hibridados;

en el que el oligonucledtido modificado comprende al menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida en lugar de un
resto purina y al menos una pirimidina 5-sustituida en lugar de un resto purina como se menciona en la
reivindicacion 1.

Preferiblemente, el oligonucleétido modificado es una sonda marcada y tiene al menos dos bases de pirazolo[3,4-
d]pirimidina 3-sustituida. En este grupo de realizaciones, una sonda marcada se hibrida con una diana y/o un
producto de la extensién de una diana, y se realiza un cambio en el estado fisico del marcador como consecuencia
de la hibridaciéon. Tal como se emplea en la presente, una “sonda” es una molécula de acido nucleico que es capaz
de hibridarse con una secuencia diana en una segunda molécula de &acido nucleico. Como ejemplo, un ensayo de
este tipo, el ensayo de la sonda hidrolizable, aprovecha el hecho de que muchas enzimas polimerizantes, tales como
ADN polimerasas, poseen actividades exonucleoliticas 5’-3’ intrinsecas. Por consiguiente, si una sonda se hibrida
con una secuencia que puede actuar como molde para la polimerizacion (por ejemplo, si una sonda se hibrida con
una region del ADN localizada entre dos cebadores de la amplificacion, durante el desarrollo de una reaccion de
amplificacion), una enzima polimerizante que ha iniciado la polimerizaciéon en un cebador de la amplificacion cadena
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arriba es capaz de digerir la sonda de modo exonucleolitico. Cualquier marcador unido a dicha sonda se liberara si
la sonda se hibrida con su diana y si la amplificacion se esta produciendo a través de la region con la que se hibrida
la sonda. El marcador liberado se separa de la sonda marcada y se detecta mediante procedimientos muy conocidos
por los expertos en la técnica, dependiendo de la naturaleza del marcador. Por ejemplo, los fragmentos marcados de
modo radiactivo pueden separarse mediante una cromatografia en capa fina y detectarse mediante una
autorradiografia, mientras que los fragmentos marcados con fluorescencia pueden detectarse mediante irradiacion a
las longitudes de onda de excitacion apropiadas, realizandose la observacion a las longitudes de onda de emision
apropiadas. Véase, por ejemplo, la patente de EEUU n° 5.210.015.

En una variacién de esta técnica, una sonda contiene un marcador fluorescente y un agente extintor que extingue la
emision de fluorescencia del marcador fluorescente. En este caso, el marcador fluorescente no es detectable hasta
gue su relacion espacial con el agente extintor haya sido alterada, por ejemplo, mediante la liberacion
exonucleolitica del marcador fluorescente de la sonda. Asi, antes de la hibridaciéon con su secuencia diana, la sonda
marcada de modo dual con un fluoréforo y un extintor no emite fluorescencia. Después de la hibridacién de la sonda
marcada con un fluoréforo y un extintor con su diana, se transforma en un sustrato para la actividad exonucleolitica
de una enzima polimerizante que ha iniciado la polimerizacion en un cebador cadena arriba. La degradacion
exonucleolitica de la sonda libera al marcador fluorescente de la sonda y, por tanto, de la vecindad del agente
extintor, permitiendo la deteccién de una sefial fluorescente tras la irradiacion a las longitudes de onda de excitacién
apropiadas. Este procedimiento tiene la ventaja de que el marcador liberado no tiene que separarse de la sonda
intacta. Las estrategias con multiplex emplean multiples sondas, cada una de las cuales es complementaria con una
secuencia diana diferente y porta un marcador distinguible, permitiendo el ensayo de varias secuencias diana de
modo simultaneo.

El uso de conjugados de oligonucleétidos modificados con MGB en este procedimiento y en procedimientos
relacionados permite aplicar a estos ensayos una mayor velocidad, sensibilidad y poder discriminatorio. En
particular, la mayor capacidad de los conjugados de oligonucleétidos modificados con MGB para permitir la
discriminacion entre un hibrido perfecto y un hibrido que contenga una Unica base desapareada facilitara el uso de
ensayos de sondas hidrolizables para la identificacion de polimorfismos de un Unico nucle6tido y similares. Los
expertos en la técnica apreciardn que las composiciones y los procedimientos, tales como los de la invencion, que
sean capaces de discriminar desapareamientos de un Unico nucledtido también serdn capaces de discriminar entre
si secuencias que tengan 2, 3, 4, 5 o incluso 6 desapareamientos.

En otro aspecto relacionado, la presente invencién proporciona un procedimiento para la extensién de cebadores,
comprendiendo dicho procedimiento la incubacion de un polinucledtido que contiene una secuencia diana con uno o
méas cebadores oligonucleotidicos complementarios con la secuencia diana, en presencia de una enzima
polimerizante y de sustratos de nucleétidos bajo condiciones favorables para la polimerizacion; en el que al menos
uno de los cebadores oligonucleotidicos contiene una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida o pirimidina 5-
sustituida en lugar de una base de purina o de pirimidina como se menciona en las reivindicaciones.

Los procedimientos de amplificacion son aquellos en los que se generan muchas copias de una secuencia de acido
nucleico diana, normalmente de una manera exponencial, mediante polimerizacion secuencial y/o reacciones de
acoplamiento. Ademas de las reacciones de amplificacion méas tradicionales analizadas a continuacion, la presente
invencién es util en amplificaciones que implican uniones de tres vias (véase el documento WO 99/37085),
amplificacion de sefales (véase, Capaldi, et al., Nuc. Acids Res., 28:E21 (2000)), polimerasas de T7, transcriptasa
inversa, ARNasa H, RT-PCR, circulos rodantes, cleavasa y similares.

Muchas reacciones de amplificacion, tal como la PCR, utilizan reacciones de polimerizacion dependientes de
cebadores reiterativos. Un cebador es un acido nucleico que es capaz de hibridarse con un segundo acido nucleico
molde y que, cuando esta hibridado, es capaz de ser extendido por una enzima polimerizante (en presencia de
sustratos de nucleétidos), utilizando el segundo acido nucleico como molde. Las enzimas polimerizantes incluyen,
pero no se limitan a ADN y ARN polimerasas y transcriptasas inversas, etc. Las condiciones favorables para la
polimerizacién por diferentes enzimas polimerizantes son muy conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Sambrook et al., supra; Ausubel, et al., supra; Innis et al., supra. En general, para ser extendible por una
enzima polimerizante, un cebador debe tener un extremo 3’ desbloqueado, preferiblemente un grupo 3’ hidroxilo
libre. El producto de una reaccion de amplificacion es un cebador extendido, en el que el cebador ha sido extendido
por una enzima polimerizante.

Por tanto, en una realizacion de la invencion, los procedimientos y las composiciones descritos y reivindicados en la
presente son Utiles en reacciones de amplificacién mejoradas, tales como PCR. Véase, por ejemplo, las patentes de
EEUU n° 4.683.202; 4.683.195 y 4.800.159; Mullis y Faloona, supra; y Saiki et al., supra. La etapa de polimerizacion
de la PCR es catalizada con mas frecuencia por una enzima polimerizante termoestable, tal como una ADN
polimerasa aislada a partir de una bacteria termdfila, debido a la elevada temperatura requerida para la etapa de
desnaturalizaciéon de la PCR. Tal como se analiz6 anteriormente, uno de los problemas existentes hasta la fecha
asociados con la practica de la PCR es la necesidad de cebadores oligonucleotidicos relativamente largos, que
tengan la suficiente estabilidad del hibrido para actuar como cebadores a las temperaturas elevadas en que se
realiza la PCR. Los oligonucledtidos modificados y, en especial, los conjugados de oligonucledtidos modificados con
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MGB son utiles como cebadores en reacciones de amplificacion, tales como la PCR, puesto que las bases
modificadas y los MGB aumentan la estabilidad del hibrido, extendiendo con ello significativamente el limite inferior
de la longitud del cebador util. Ademas, los conjugados de oligonucleétidos modificados con MGB son (tiles en
protocolos de PCR especializados, en los que resulta deseable un longitud reducida del cebador. Estos incluyen,
pero no se limitan a la presentacion diferencial, en la que la longitud éptima del cebador es menor que 10
nucleétidos, las técnicas de amplificacion aleatoria de polimorfismos en el ADN (RAPD), y los andlisis de
polimorfismos de longitud de amplificacién (Liang et al., supra; Williams et al., supra).

Los oligonucledtidos modificados de la presente invencion son aplicables a cualquier tipo de ensayo o procedimiento
en el que se emplee una PCR o una técnica de amplificacion relacionada incluyendo, pero sin limitarse a ensayos de
sondas hidrolizables, cebado con oligonucleétidos especificos de alelos (ASO), andlisis de polimorfismos de longitud
de fragmentos, andlisis de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP), y analisis de microsatélites, por ejemplo.
Estas y otras técnicas son Utiles en el cartografiado de genes, en la identificacién y la seleccion de genes
relacionados con enfermedades, y en farmacogenética, por mencionar sélo unas pocas aplicaciones.

En otro aspecto relacionado, la presente invencién proporciona un procedimiento para determinar la secuencia de
nucleétidos de un polinucleétido, comprendiendo dicho procedimiento:

(&) incubar el polinucledtido con una matriz de oligonucleétidos modificados bajo condiciones de
hibridacion; y

(b) determinar cudles son los oligonucledtidos modificados en la matriz con los que se hibrida el
polinucleétido;

en el que el oligonucledtido modificado comprende al menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida en lugar de
una base de purina y almenos una piridina 5-sustituida en lugar de un resto purina como se menciona en la
reivindicacion 1.

En estos procedimientos, una matriz ordenada que comprende una pluralidad de oligonucleétidos modificados de
diferentes secuencia conocidas se emplea como plataforma para la hibridacion con uno o méas polinucleottidos,
acidos nucleicos o poblaciones de acidos nucleicos de ensayo. La determinacion de los oligonucledtidos que se
hibridan y el alineamiento de sus secuencias conocidas permiten la reconstruccion de la secuencia del polinucleétido
de ensayo. Véase, por ejemplo, las patentes de EEUU n° 5.492.806; 5.525.464; 5.556.752; y las publicaciones PCT
WO 92/10588 y WO 96/17957. Los materiales para la construccion de las matrices incluyen, pero no se limitan a
nitrocelulosa, vidrio, obleas de silicio, fibras Opticas y otros materiales adecuados para la construccién de matrices,
tales como son conocidos por los expertos en la técnica.

Un problema principal con los actuales procedimientos de andlisis y secuenciacion basados en matrices es que los
diferentes oligonucle6tidos en una matriz tendran una Ty, diferente. Por tanto, es dificil determinar las condiciones de
rigurosidad que proporcionaran la maxima sensibilidad, manteniendo al mismo tiempo la capacidad de distinguir los
desapareamiento de una sola base. Esto es una consideracion particularmente importante para la mayoria, sino
todas, las aplicaciones de la tecnologia de matrices. El uso de oligonucleétidos modificados y/o de conjugados de
oligonucledtidos modificados con MGB en las técnicas andlisis y secuenciacion basadas en matrices proporciona
una solucién a este problema. De modo sorprendente, la conjugacién de un MGB a un oligonucleétido modificado
hace que su Ty sea relativamente independiente de la composicion de bases. Por tanto, para una poblaciéon de
oligonucleétidos modificados y de conjugados de oligonucleétidos modificados con MGB de una longitud dada, la Tr,
para un hibrido perfecto se encuentra dentro de un intervalo de temperatura relativamente estrecho,
independientemente de la secuencia. Al mismo tiempo, la T, para un desapareamiento de un Unico nucleétido esta
muy por debajo de la Tn del apareamiento perfecto. Por tanto, las matrices disefladas para que todos los
oligonucledtidos modificados tengan la misma longitud y para que estan opcionalmente presente como sus
conjugados de MGB muestran una variacion minima en las T, entre los diferentes oligonucle6tidos en la matriz, lo
cual permite unas condiciones de hibridacion mas uniformes para la matriz entera. Otra ventaja del uso de
oligonucleétidos modificados y de conjugados de oligonucledtidos modificados con MGB en estas técnicas es que
proporcionan mayor sensibilidad mediante el uso de oligonucle6tidos mas cortos, a temperaturas mayores (y, por
tanto, a mayor rigurosidad), mientras que se sigue manteniendo la resolucion de un unico nucleétido.

Otra aplicacién de la presente invencion a la tecnologia de matrices es para el estudio de patrones de expresion
génica en una célula o tejido concretos (véase, en general, Eisen, et al., METHODS IN ENZYMOLOGY, 303:179-
205 (1999)). En este caso, los oligonucledtidos modificados o polinucleétidos que se corresponden con los diferentes
genes se disponen en matriz sobre una superficie, y por ejemplo se incuba una muestra de acido nucleico
procedente de un tipo de célula o de tejido concreto con la matriz bajo condiciones de hibridacion. La deteccién de
los sitios en la matriz en que se produce hibridacion permite determinar cuéles son los oligonucleétidos modificados
que se han hibridado y, por tanto, cuales son los genes activos en la célula o el tejido concretos a partir de los cuales
se derivo la muestra.

Los procedimientos de matrices también pueden utilizarse para la identificacion de mutaciones o polimorfismos, en
la que las secuencias de tipo salvaje y mutantes se colocan en una matriz ordenada sobre una superficie (véase,
Hacia, et al., J. Mol. Genet., 36:730-736 (1999)). La hibridacién de una muestra de polinucleétido con la matriz bajo
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condiciones rigurosas y la determinacion de cuales son los oligonucleétidos en la matriz que se hibridan con el
polinucleétido permite determinar si el polinucleétido posee la secuencia de tipo salvaje o la mutante. Las mayores
capacidades discriminatorias de los conjugados de oligonucleétido-MGB son especialmente Utiles en esta aplicacion
de la tecnologia de matrices.

Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona un procedimiento para identificar una mutacion en una
secuencia diana de un gen de interés, comprendiendo dicho procedimiento:

(a2) incubar un polinucleétido que comprende la secuencia diana con una matriz de oligonucleétidos de
diferentes secuencias, en el que las diferentes secuencias incluyen la secuencia diana de tipo salvaje y
diferentes secuencias diana mutantes, bajo condiciones de hibridacion; y

(b) determinar cuales son los oligonucle6tidos en la matriz que se hibridan con el polinucleétido;

en el que uno o mas restos purina en una pluralidad de oligonucleétidos estan reemplazados por una pirazolo[3,4-
d]pirimidina 3-sustituida, y una o méas bases de pirimidina sonsustituida por una base de pirimidina 5-sustituida como
se menciona en la reivindicacion 1.

En otro aspecto relacionado, la presente invencién proporciona un procedimiento para determinar la secuencia de
nucleétidos de una secuencia diana en un polinucleétido, comprendiendo dicho procedimiento:

(&) poner en contacto un polinucleétido que comprende la secuencia diana con al menos dos oligonucleétidos
de secuencia conocida, en el que uno o mas restos purina estan reemplazados por una pirazolo[3,4-
d]pirimidina 3-sustituida y una o mas bases de pirimidina son sustituidas por una base de pirimidina 5-
sustituida como se menciona en la reivindicacién 1, y en el que uno de los al menos dos oligonucle6tidos
tiene una secuencia que es perfectamente complementaria con la secuencia diana y al menos otro de los
oligonucledtidos tiene una secuencia diana relacionada, e incubar cada uno de los oligonucledtidos con el
polinucleétido bajo condiciones de hibridacion; y

(b) determinar el grado de hibridacién entre cada uno de los oligonucleétidos y el polinucleétido.

En una realizacion, se emplea una coleccion de todos los posibles oligonuclettidos n-meros (en el que n es un
namero entero menor que aproximadamente 10) en un ensayo de sonda hidrolizable para determinar una secuencia
de nucledtidos. Cada oligonucledtido estd marcado de manera exclusiva (y preferiblemente modificado), y el andlisis
del marcador liberado indica cuales son los oligonucleétidos que se han hibridado con la secuencia diana. El
alineamiento de las secuencias de los oligonucledtidos que se han hibridado proporciona la secuencia de
nucledtidos.

Los oligonucledtidos modificados, y mas preferiblemente los conjugados de oligonucleétido-MGB modificados,
también son Utiles en los procedimientos dependientes de cebador para la secuenciacion de ADN, tales como el
procedimiento de terminacion de cadena y sus derivados, descrito por vez primera por Sanger et al., supra. El uso
de conjugados de oligonuclettidos modificados con MGB en la secuenciacion de terminacion de cadena permite el
uso de cebadores méas cortos con mayor rigurosidad, y permite un grado mayor de discriminacién de
desapareamientos durante la secuenciacion. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a la blisqueda de genes que
comparten una regién corta de homologia (del orden de unos pocos aminoacidos) y la secuenciacién en una region
en que existe muy poca informaciéon de secuencia disponible. Los conjugados de oligonucledtido-MGB son Utiles en
estas técnicas de secuenciacion de cebadores cortos.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para estudiar la expresion génica en una
célula, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) incubar una poblacion de polinucleétidos representativa de los genes expresados en la célula con una
matriz de oligonucle6tidos que comprende una pluralidad de oligonucleétidos modificados de diferentes
secuencias bajo condiciones de hibridacién; y

(b) determinar cuéles son los oligonucleétidos modificados en la matriz que se hibridan con los polinucleétidos;

en el que dichos oligonucleétidos modificados comprenden al menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida en
lugar de una purina y una o mas bases de pirimidina son sustituidas por una base de pirimidina 5-sustituida como se
menciona en la reivindicacion 1.

En un grupo de realizaciones, el procedimiento se lleva a cabo con una pluralidad °f de genes expresados
procedentes de mudltiples tipos celulares o tejidos. Los genes estan preferiblemente marcados con diferentes
marcadores de deteccion, después se hibridan con una matriz al mismo tiempo y se controlan mediante el marcador
para determinar el patrén de expresion de cada gen.

Ademas de los ensayos y de los procedimientos de diagnéstico descritos anteriormente, los oligonucledtidos
modificados y las bases modificadas descritas en la presente tendran utilidad en las tecnologias antisentido. Se sabe
que los oligonucledtidos antisentido inhiben de modo selectivo la expresion génica y proporcionan una estrategia
genética para el tratamiento y la prevencién de enfermedades ((Smith et al., Int. J. Oncol., 17:841-850 (2000)). Otros
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oligonucléotidos modificados se han utilizado para mejorar la actuacién de oligonucleétidos antisentido (Zhang et al.,
Nat. Biotechnol., 18:862-867 (2000); Flanagan et al., Nat. Biotechnol., 14:1139-1145 (1996)). Por consiguiente, otra
realizacion de la presente invencion es el uso de pirimidinas 5-sustituidas, de pirazolo[3,4-d]pirimidinas no
sustituidas y de pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituidas como mondmeros, por si solas o en cualquier combinacion,
en la sintesis de oligdmeros antisentido. En otra realizacion, las bases modificadas descritas en la presente pueden
utilizarse como mondémeros en un oligonucle6tido para disminuir la degradacion enzimética de los oligbmeros
antisentido.

Nuevas bases modificadas

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una serie de nuevas bases modificadas para su uso en la
preparacion de oligonucleétidos modificados de la invencion. Estas bases de la divulgacién tienen la féormula
general:

W2

en la que Z' es un miembro seleccionado del grupo que consiste en H, F y OR?, en el que R es un miembro
seleccionado del grupo que consiste en H, alquilo(C1-Cg) y un grupo protector de hidroxi; Z* es un miembro
seleccionado del grupo de H, alquilo(C1-Cs), 0 se combina opcionalmente con z' para formar un anillo de cmco o]
siete miembros, que tiene de uno a tres heterodtomos seleccionados del grupo que con5|ste en O, SyN; Y es un
miembro seleccionado del grupo que conS|ste en OH, un grupo hidroxi protegido, y O- P, en el que P! es una
fosforamidita o un grugo H- fosfonato Y? es un miembro seleccionado del grupo que consiste en OH, un grupo
hidroxi protegido y O-P?, en el que P? es una fosforamidita, H-fosfonato, monofosfato, difosfato o trifosfato; y B es un
nucleétido modificado selecmonado del grupo que consiste en:

o XM X" gu
Rl1 H'l'l

HM N*

g ,;ﬁ’ | )% AC T

o |'|‘| . o 'lq Hiz II ti.l

en las que xH y X2 se selecuonan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, NH> y un grupo
amino protegido; y cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en heterociclil(alquilo C1-C12),
heterociclil(alquenilo C,-Cy2), heterociclil(alquinilo C»>-C12), heterociclilo, 3-hidroxiprop-1-inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 3-
metoxmrop 1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo, 4-amino-1-butinilo y 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-butinilo, con la condicion de
que R sea distinto de 2-piridiletinilo.

En un grupo de realizaciones, B es:

X1 12
N S
i N
xisz{“‘N N
Ao

Preferiblemente, X es NHz, y X' es H. Mas preferiblemente, X' es NHz, X** es H, Y es O-P*, Y* es hidroxi

X1 12
N S

i N
xu/!*' N

NT

protegido, Z' es H, y R se selecciona de 3-hidroxiprop-1-inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo, 4-amino-1-
butinilo, 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-butinilo, 3-metoxiprop-1-inilo, 2-furanilo, 3-furanilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-pirrolilo, 3-
pirrolilo, 1,3-isoxazol-4-ilo, 1,3-isoxazol-5-ilo, 1,3-isoxazol-2-ilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, 2-piridilo, 3-piridilo y 4-
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piridilo. En realizaciones particularmente preferidas, Y!es -O-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] e Y? es -O-
(4,4’-dimetoxitritilo).

En otro grupo de realizaciones, B es:

Q R12
HMN 1 )

N
x‘g’h“‘m :

Preferiblemente, X'? es NH, o H. Mas preferiblemente, X'* es NH, o H, Y* es O-P*, Y? es hidroxi protegido, Z* es H,
y R'? se selecciona de 3-hidroxiprop-1-inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-butinilo, 3-metoxiprop-1-
inilo, 2-furanilo, 3-furanilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo, 1,3-isoxazol-4-ilo, 1,3-isoxazol-5-ilo, 1,3-isoxazol-
2-ilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, 2-piridilo, 3-piridilo y 4-piridilo. En realizaciones particularmente preferidas, Y* es -
O-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] e Y? es - O-(4,4'-dimetoxitritilo).

En otra realizacion preferida, los oligonuclettidos modificados de la invencion tienen al menos una base de féormula
Il (incluyendo aquellos en los que los grupos protectores de acetilo han sido retirados, e incluyendo otras formas
protegidas y otras formas activadas de los mismoss).
O=<
O

o /I
HN l w
HzN”l{"N N
HO 0

o~

8]

OH
I11

La preparacion de los compuestos de formula Il (incluyendo los compuestos en los que el grupo 6-amino esta
protegido y los grupos hidroxi del azicar estan protegidos o activados como una fosforamidita) se proporciona en el
esquema de reaccion 6, anterior.

En la realizacién méas preferida de la invencion, las bases modificadas se seleccionan de las férmulas IVa, 1Vb o IVc.
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Estos compuestos son particularmente adecuados para su uso en sintetizadores de oligonucleétidos automaticos, y
para preparar ciertos oligonucleétidos modificados descritos en la presente

Otras bases modificadas que son Utiles en la presente invencion incluyen las representadas por las formula Va y Vb:

.y

NWN

nurm"ﬁ

.#N

Va

7

'S ] R
O, |
0O N TE
I N
-@_U‘N’L‘N’ N
H 0
DMTrﬂ’ﬁ
a
i CHN
)\imom
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en las que R’ se selecciona de OH, SH 0 NH.. Estos compuestos pueden sintetizarse mediante los procedimientos
descritos en la presente.

En otro grupo de realizaciones B es
X"

H_..-" R1-1
A l

07N
L

Preferiblemente X™ ® ", Mas preferiblemente X** es NH2, Y* es O-P*, Y? es hidroxi protegido, Z* es H, y R™ se

selecciona de 3- h|dr0X|prop -1-inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo, 4-amino-1- butlnllo 3-(hidroximetil)-4-
hidroxi-1-butinilo, y 3- metoxmrop 1-inilo. En realizaciones particularmente preferidas Y es -O-[(2-cianoetil)-N,N-
diisopropilfosforamidita] e Y? es - O-(4,4’-dimetoxitritilo).

En otro grupo de realizaciones, B es

Preferiblemente, Y* es O-P*, Y? es un hidroxi protegido, Z* es H, R™ se selecciona a partir de 3-hidroxiprop-1-inilo,
3-aminoprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo, 4- amlno 1-butinilo 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-butinilo, y 3- metoxmrop -1-inilo.
En realizaciones particularmente preferidas Y es -O-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] e Y es - O-(4,4'-
dimetoxitritilo).

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona oligonucledtidos modificados que tienen la férmula:

en la que cada Z' se selecciona independientemente de H, F y OR? en el que R* es un miembro seleccionado de
H, alquilo(C1-Cg) y un grupo protector de hidroxi; cada z2 es Ho anuHo(Cl Cs), 0 se combina opcionalmente con z
para formar un anillo de cinco o siete miembros; cada Z* se selecciona de O, S o NH; cada Y se selecmona
independientemente de P(O)OH, P(S)OH y P(O)CHs; el subindice n es un namero entero de 1 a 98; w! y W2 se
seleccionan cada uno independientemente de H, un monofosfato, un difosfato, un trifosfato y un ligante del surco
menor-resto de grupo conector que tiene unido opcionalmente un grupo indicador o un extintor; y cada B se
selecciona independientemente del grupo que consiste en adenina, guanina, citosina, uridina y las bases
modificadas de férmula:

R" FI” - T R"? X1I R!:
O)\T . ,ﬁl\ H_N N ”/L‘ “,'

e e
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en las que X'y X*? se seleccionan cada uno independientemente H, NH, y un grupo amino protegido; y cada R*! se
selecciona independientemente de las formas protegidas o no protegidas de 3-hidroxiprop-1-inilo, 3-aminopro§>-1-
inilo, 3-metoxiprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo, 4-amino-1-butinilo, 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-butinilo, y cada R se
selecciona independientemente del grupo que consiste en formas protegidas o no protegidas de 3-hidroxiprop-1-
inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 3-metoxiprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo, 4-amino-1-butinilo, 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-
butinilo

heterociclil(alquilo C1-C12), heterociclil(alquenilo C,-C12), heterociclil(alquinilo C»-Cy2), y heterociclilo, con la condicion
de que R* sea distinto de 2-piridiletinilo; y

con la condicién ademas de que al menos uno de los B se selecciona de las bases modificadas, y opcionalmente
uno o mas de los B tiene unido un ligante del surco menor unido-resto de grupo conector, un grupo indicador o una
combinacién de los mismos.

Las bases modificadas particularmente preferidas son las que se han descrito anteriormente.
Ejemplos

Cualesquiera ejemplos que se encuentran fuera de las reivindicaciones son proporcionado solo confines
comparativos.

En el ensayo de sondas hidrolizables, se afiade una sonda marcada a una reaccion de PCR. La sonda es
complementaria con una region entre los dos cebadores de PCR y estd marcada con dos fluoréforos, uno de los
cuales extingue la fluorescencia del otro. La sonda se disefia para hibridarse con su secuencia diana
complementaria sobre una de las hebras del producto de la PCR a la temperatura de extension de hebra o a una
temperatura mayor, que se utiliza habitualmente en la PCR (55-57 °C). Las enzimas de polimerizacion que
normalmente se emplean en la PCR (en particular, la Taq polimerasa) poseen una actividad 5’-exonucleasa
intrinseca. Durante la sintesis de nuevas hebras en la etapa de extension de la reaccion de PCR, esta actividad 5'-
exonucleasa actuara sobre las hebras complementarias unidas al molde. Si una sonda, marcada como se describid
anteriormente, se une al molde, la actividad 5-exonucleasa asociada con la enzima polimerizante liberara el
fluoréforo unido. Una vez liberado, su fluorescencia ya no sera extinguida y se obtendra una sefial fluorescente.
Véase, por ejemplo, la patente de EEUU n° 5.210.015; Livak et al. (1995), PCR Meth. App., 4:357-362; y Heid et al.
(1996), Genome Res., 6:986-994.

Se realiz6 una cromatografia en capa fina sobre placas revestidas de aluminio de gel de silice 60 F-254 (EM
Reagents). Se obtuvo una RMN de 'H a 300 MHz en un espectrometro Varian VXR-300. Se emplearon
experimentos bidimensionales (Cosy) y NOE para ayudar a asignar las resonancias de protdn. Los analisis
elementales fueron realizados por Quantitative Technologies Inc. (Boundbrook, NJ).

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la sintesis de la 3’-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] de la 5-(propin-2-inil-4-
metilbenzoato)-5-0-(4,4’-dimetoxitrifenilmetil)-2’-desoxiuridina (3).

5-(prop-2-inil-4-metilbenzoato)-2*-desoxiuridina (1)

A una mezcla de 5-yodo-2’-desoxiuridina (5,0 g, 14,12 mmol), Cul (270 mg, 1,42 mmol), Pd(PPhs)s (0,82 g, 0,714
mmol) y trietilamina (2,4 ml) en 30 ml de DMF anhidra se le afiadié 4-metilbenzoato de prop-2-inilo (6,10 g, 35,06
mmol). La mezcla se agitdé bajo una atmésfera de argdn durante 4 h y luego se evaporé hasta la sequedad. El
residuo se trituré en metanol y se retir6 el exceso de 4-metilbenzoato de prop-2-inilo precipitado mediante filtracion.
El filtrado se evaporoé y el residuo se purific6 mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo con metanol al
10% en acetato de etilo. Las fracciones del producto puro se evaporaron hasta la sequedad y el residuo precipitd en
acetato de etilo-éter: 3,14 g (56%) de rendimiento; TLC (metanol al 10% en acetato de etilo), Rf = 0,50; RMN de H
(DMSO-d) & 11,68 (1H, s, uracil N-H), 8,29 (1H, s, 6-H), 7,89 y 7,35 (4H, 2 x d, J = 8,2 Hz, toluoil Hs), 6,10 (1H, t, J
= 6,4 Hz, 1'-H), 5,24 (1H, d, J = 4,4 Hz, 3-OH), 5,15 (2H, s, alquinil-CHy), 5,12 (1H, t, J = 5,2 Hz, 5’-OH), 4,24 (1H,
m, 3’-H), 3,79 (1H, q, 4-H), 3,59 (2H, m, 5’-Hs), 2,39 (3H, s, toluoil-CHs), 2,13 (2H, m, 2’-H).

5-(prop-2-inil-4-metilbenzoato)-5-0-(4,4-dimetoxitrifenilmetil)-2-desoxiuridina (2)

A una disolucién de (1) (3,0 g, 7,50 mmol) en 45 ml de piridina anhidra se le afiadio cloruro de dimetoxitritilo (3,0 g).
La disolucion resultante se agitdé durante 4 h a temperatura ambiente y luego se vertié sobre 400 ml de una
disolucidn de bicarbonato de sodio al 5%. La mezcla se extrajo con acetato de etilo (2 x 300 ml) y el extracto se secd
sobre sulfato de sodio, se filtrd y se evaporé. El residuo se purificé mediante una cromatografia en gel de silice,
eluyendo con metanol al 5% en acetato de etilo. Las fracciones del producto puro se reunieron y se evaporaron para
producir (2) como una espuma: 4,16 g (79%) de rendimiento.

3™-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] de la 5-(propin-2-inil-4-metilbenzoato)-5-0-(4,4-dimetoxitrifenilmetil)-2*-
desoxiuridina (3)
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A una disolucién de (2) (4,0 g, 5,70 mmol) en 130 ml de cloruro de metileno anhidro, que contenia 3,0 ml de N,N-
diisopropiletilamina, se le afiadié cloro(2-cianoetoxi)-(N,N-diisopropilamino)fosfina (2,22 ml) bajo una atmoésfera de
argon. La disolucién se agité durante 30 min a temperatura ambiente y después se traté con 3,0 ml de metanol. La
disolucién se diluyé con 300 ml de acetato de etilo y se lavé con 300 ml de una disolucién de bicarbonato de sodio al
5%. La fase acuosa se extrajo con 300 ml de acetato de etilo y las fases organicas reunidas se secaron sobre sulfato
de sodio, se filtraron y se evaporaron. El residuo se purific6 mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo
con un gradiente de hexano del 30% al 0% en acetato de etilo (trietilamina al 2%). Las fracciones puras se reunieron
y se evaporaron, y el residuo precipitd en acetato de etilo-hexanos: 3,35 g (65%) de rendimiento; TLC (hexano al
20% en acetato de etilo), Ry = 0,82 y 0,71 (diasteredmeros); RMN de ¥p (DMSO-dg) 6 147,82 y 147,45.

Ejemplo 2
Fase 1: Preparacién de (2R,5R)-5-(4-amino-3-yodopirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol (9)
3-yodo-1,5-dihidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona (4)

La sintesis de este compuesto ha sido indicada previamente por Taylor et al. (Tetrahedron, 48(37):8089-8100
(1992)) utilizando N-yodosuccinimida. La sintesis de los inventores, que emplea monocloruro de yodo como agente
yodante, se describe a continuacion.

A una disolucion de 1,0 | de acetato de sodio 1,2 M se le afiadi6 4-hidroxipirazolo[3,4-d]pirimidina (25 g, 184 mmol),
seguido de monocloruro de yodo (46 g, 284 mmol). La mezcla se agitd en un recipiente sellado durante 4 h a 110 °C.
La reaccion completada se enfrio hasta la temperatura ambiente y se trat6 con una disolucion de 30 g de
metabisulfito de sodio en 200 ml de agua. El precipitado blanco formado se filtrd y se enjuagé con agua fria. El sélido
entonces se disolvio en 200 ml de una disolucion de hidréxido de potasio 3,2 M. Se afiadié monohidrato de hidrazina
(5 ml) y la disolucién se agité durante 15 min. La disolucién entonces se acidificé hasta aproximadamente pH 7
mediante la adicién de 50 ml de HCI concentrado, seguido de un ajuste fino del pH con &cido acético. El sdlido que
se formo se filtro, se enjuago con agua fria y se secd: 551, g (114% de rendimiento). Nota: es dificil eliminar el agua
residual secando el sélido al vacio. El agua residual se retira mediante un proceso de evaporacion de piridina en la
siguiente etapa.

3-yodo-1,5-dihidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-tiona (5)

El compuesto (4) (21,5 g, 82,1 mmol) se suspendié en 150 ml de piridina anhidra y la mezcla se evapor6 hasta la
sequedad. El sélido se resuspendié en 170 ml de piridina seca (bajo una atmdsfera de argon) y se afadioé P,Ss (26,8
g). La mezcla se agité durante 10 min a 65 °C y después durante 2-6 horas a 95 °C. La disolucién resultante se
enfri6 hasta la temperatura ambiente y se desgasificd burbujeando una corriente de argén en la disolucion (se hace
pasar gas de sulfuro hacia una trampa que contiene una disolucion de hidréxido de sodio). La disolucién de reaccion
entonces se redujo en volumen hasta que se formé un jarabe espeso. El exceso de P,Ss se descompuso mediante
la adicion de partes alicuotas de 1 ml de agua hasta que cesé la reaccién vigorosa, seguido de la adicion de 500 mi
de agua y 10 ml de acido acético. La mezcla se calenté hasta 70 °C durante 1 h para facilitar la expulsion del gas de
sulfuro de hidrégeno y después se diluyé con 500 ml de agua y se enfrié en un bafio de hielo. El sdlido se filtrg, se
lavo con agua y se sec6: 19,8 g (87%) de rendimiento.

4-etiltio-3-yodopirazolo[3,4-d]pirimidina (6)

El compuesto (5) (43,5 g, 157 mmol) se agité en una disolucién de hidroxido de potasio (38,6 g de KOH en 350 ml
de agua) durante 30 min. La mezcla se filtré y el filtrado se acidific6 hasta pH 10 mediante la adicién de acido
acético, y después se diluyé con 350 ml de etanol absoluto. Se afiadié yodoetano (10 ml) y la disolucién se agit6 a
temperatura ambiente. Se afiadieron mas partes alicuotas de 10 ml de yodoetano después de 30 miny de 1,0 h. La
reaccion se completo después de un total de 90 min. Otros ensayos requieren la posterior adicién de yodoetano para
completar la reaccion. La disolucion de reaccion se diluyé con 700 ml de agua y 20 ml de acido acético. La mezcla
se enfrié en un bafio de hielo y el sélido se filtrd, se enjuagé con agua y se secé. Este producto bruto se disolvio en
300 de DMF y se agit6 a 90 °C durante 15 min. El material insoluble se retir6 mediante filtracion y el filtrado se diluy6
con 1| de aguay se enfrid en un bafio de agua helada. El sélido se filtrd, se enjuagd con agua y se sec6: 19 g (40%)
de rendimiento.

4-metilbenzonato de [(2R,5R)-5-(4-etiltio-3-yodopirazolo[3,4-d]pirimidinil)-3-(4-metilfenilcarboniloxi)oxolan-2-iljmetilo
)

El compuesto (6) se convirtié en la correspondiente sal potasica mediante una reaccion con 1 equivalente molar de
hidroxido de potasio en agua. La disolucion resultante se evapor6 hasta la sequedad y el residuo se evaporé en
acetonitrilo seco. La sal potasica de (6) (29,0 g, 94,73 mmol) se disolvi6 en 80 ml de DMF anhidra y después se
diluyé con 830 ml de acetonitrilo anhidro. El derivado de cloroazicar (48 g, 123 mmol) se afiadié en una porcién y la
mezcla se agité durante 3 h y después se diluy6 con 1,5 | de metanol acuoso al 25%. Se dejo la mezcla en reposo a
5 °C durante la noche. Los cristales se filtraron, se enjuagaron con metanol acuoso al 25% y se secaron: 32,2 g
(52%) de rendimiento.
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(2R,5R)-2-(hidroximetil)-5-(3-yodo-4-metilpirazolo[3,4-d]pirimidinil)oxolan-3-ol (8)

A una suspension de (7) (10,97 g, 16,66 mmol) en 250 ml de metanol se le afiadieron 22 ml de met6xido de sodio 1
N en metanol. La mezcla se agité a reflujo y se controlé el avance de la reaccion en cuanto la mezcla se volvié una
disolucién transparente. Nota: se observo la formacion de productos secundarios si se continda el reflujo después de
la conversion completa a (5). La reaccion se extinguié mediante la adiciéon de 1,34 ml de acido acético en cuanto un
componente, que se corresponde con el producto deseado, se observé mediante TLC. La disolucién se evaporé y el
residuo precipité en metanol-éter-hexano. El sélido se filtr6 y se sec6: 6,8 g (104%) de rendimiento del producto
bruto (que contiene acetato de sodio).

(2R,5R)-5-(4-amino-3-yodopirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol (9)

El compuesto (8) (6,8 g, 17,35 mmol) se agité en 200 ml de hidréxido de amonio concentrado (recipiente sellado) a
temperatura ambiente durante 36 h. La mezcla se evaporé y el residuo se precipité en acetonitrilo-éter. El sélido se
filtré y se seco: 5,36 g (82%) de rendimiento. Los datos de RMN y espectrales de este compuesto son idénticos a

Fase 2: Preparacion de 4-metoxibenzoato de 3-{4-((1E)-l-aza-2-metilprop-1-enil)-1-((2R,5R)-5-{[bis(4-
metoxifenil)fenilmetoxilmetil}-4-{[bis(metiletil)amino]-(2-cianoetoxi)fosfinooxi}oxolan-2-il)pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-
illprop-2-ilnilo (13; R'= -OCOPhCH5)

4-metilbenzoato de  3-{1-((2R,5R)-4-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-4-aminopirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il}prop-2-
ilnilo} (10; R* = -OCOPhCHs)

A una mezcla de (9) (2,40 g, 6,37 mmol), Cul (124 mg, 0,648 mmol), Pd(PPhs)4 (380 mg, 0,331 mmol) y trietilamina
(1,32 ml) en 12 ml de DMF anhidra se le afiadié 4-metilbenzoato de prop-2-inilo (1,87 g, 11,85 mmol). La mezcla se
agitd bajo una atmésfera de argdn durante 12 h y luego se evapord hasta la sequedad. El residuo se purificd
mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo con metanol al 5% en acetato de etilo. Las fracciones del
producto puro se evaporaron para producir una espuma: 2,29 g (85%) de rendimiento; TLC (metanol al 10% en
acetato de etilo), Ry = 0,43; RMN de ‘H (DMSO-de) 8,26 (1H, s, 6-H), 7,92 y 7,37 (4H, 2 x d, J = 8,5 Hz, toluoil-Hs),
6,55 (1H, t, J = 6,3 Hz, 1’-H), 5,29 (2H, s, alquinil-CHy), 5,28 (1H, d, J = 4,7 Hz, 3'-OH), 4,76 (1H, t, J = 5,7 Hz, 5'-
OH), 4,41 (1H, m, 3’-H), 3,81 (1H, m, 4'-H), 3,49y 3,56 (2H, 2 x m, 5’-Hs), 2,76 y 2,24 (2H, 2 x m, 2’-Hs), 2,39 (3H, s,
toluoil- CHs).

4-metilbenzoato de 3-{4-((1E)-1-aza-2-metilprop-1-enil)-1-((2R,5R)-4-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-ilJpirazolo[3,4-
d]pirimidin-3-il}prop-2-inilo (11; R'= -OCOPhCH5)

El compuesto (10) (1,76 g, 4,16 mmol) se agitdé en una disolucion de 5,0 ml de N,N-dimetilacetamida, 1,9 ml de N,N-
dimetilacetamida dimetil acetal y 2,0 ml de trietilamina anhidra durante 15 h a temperatura ambiente. Los disolventes
se evaporaron y el residuo se evaporé dos veces en xilenos, para producir (11) como una espuma: TLC (metanol al
10% en acetato de etilo), Rf = 0,29; RMN de H (DMSO-dg) 6 8,51 (1H, s, 6-H), 7,90y 7,37 (4H, 2 x d, J = 8,3 Hz,
protones de toluoilo), 7,28, 7,14 y 6,74 (13H, d y 2 m, J = 7,1 Hz para el doblete, protones de ftritilo), 6,63 (1H, m, 1’-
H), 5,32 (1H, d, J = 5,0 Hz, 3'-OH), 5,24 (2H, s, alquinil-CHy), 4,56 (1H, m, 3’-H), 3,93 (1H, m, 4’-H), 3,68 (EH, s,
metoxi Hs), 3,32y 3,11 (6H, 2 x s, N-metilos), 3,09-2,95 (2H, m, 5’-Hs), 2,81y 2,32 (2H, 2 x m, 2’-Hs), 2,40 (3H, s, =
- Me), 2,19 (3H, s, toluoil-Me).

4-metilbenzoato de 3-{4-((1E)-l-aza-2-metiIprop-l-enill)-l-((ZR,5R)-5-{[bis(4-metoxifeniI)fenil]metoxi}metil}-4-
hidroxioxolan-2-il)pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il]prop-2-inilo (12; R* = -OCOPhCH?3)

A una disolucién de (11) en 25 ml de piridina anhidra se le afiadié cloruro de dimetoxitritilo (1,67 g). La disolucion
resultante se agitdé durante 4 h a temperatura ambiente y después se verti6 en 250 ml de una disolucion de
bicarbonato de sodio al 5%. La mezcla se extrajo con acetato de etilo y el extracto se sec6 sobre sulfato de sodio, se
filtr6 y se evaporo. El residuo se purific6 mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo con metanol al 5%
en acetato de etilo. Las fracciones de producto puro se reunieron y se evaporaron para producir (12) como una
espuma: 2,06 g (62%) de rendimiento para el proceso en dos etapas.

4-metoxibenzoato de 3-{4-((1E)-1-aza-2-metilprop-1-enil)-1-((2R,5R)-5-{[bis(4-etoxifenil)fenilmetoxilmetil}-4-
{[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)fosfinooxi}oxolan-2-il)pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-iljprop-2-inilo  (13; RV = -
OCOPHhCH3),

(0]

3*-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] de 1-[2-desoxi-5-O-(4,4-dimetoxitrifenilmetil)-S-D-eritro-pentofuranosil]-
4-[(dimetilamino)prop-1-enil]-3-(prop-2-inil-4-metilbenzoatoe)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina (13)

A una disolucién de (12) (2,03 g, 2,56 mmol) en 60 ml de cloruro de metileno anhidro, que contenia 1,33 ml de N,N-
diisopropiletilamina, se le afadié cloro(2-cianoetoxi)-(N,N-diisopropilamino)fosfina (1,0 ml) bajo una atmésfera de
argon. La disolucion se agité durante 1,0 h a temperatura ambiente y después se traté con 2,0 ml de metanol. La
disolucién se diluyé con 250 ml de acetato de etilo y se lavé con 200 ml de una disolucién de bicarbonato de sodio al
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5%. La fase organica se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se evaporé. El residuo se purific6 mediante una
cromatografia en gel de silice, eluyendo con trietilamina al 2% en acetato de etilo. Las fracciones puras se reunieron
y se evaporaron. La fosforamidita (13) precipitdé en éter-hexanos: 1,82 g (71%) de rendimiento; TLC (metanol al 5%
en acetato de etilo), Ry = 0,32; RMN de *'P (DMSO-d) & 147,90 y 147,22.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra la preparacion de N-{3-[1-((2R,5R)-5-{bis(4-metoxifenil)feniimetoxi]metil}-4-
{[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)fosfinooxi}oxolan-2-il)-6-amino-4-oxo-(5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)]propil}-
2,2,2-trifluoroacetamida (22).

3-yodo-4-metoxipirazolo[3,4-d]pirimidin-6-ilamina (14)

Se suspendié 4-metoxipirazolo[3,4-d]pirimidin-6-ilamina (6,75 g, 40,87 mmol) en una disolucién acuosa que contenia
acetato de sodio (6,0 g, 44,09 mmol) y monocloruro de yodo (9,12 g, 56,17 mmol) y se agit6 a 100 °C en un
recipiente de reaccion sellado durante 24 h. La mezcla resultante se enfrié hasta la temperatura ambiente y se trato
con una disolucién de metabisulfito de sodio (3,6 g, 18,94 mmol) en 24 ml de agua. El sélido que se formé se filtrg,
se enjuagoé con agua y se seco: 6,93 g (58%) de rendimiento; TLC (metanol al 10% en acetato de etilo), R; = 0,57;
RMN de 'H (DMSO-dg) 6 13,08 (1H, s a, proton N-1), 10,58 (1H, s, protdén N-5), 6,60 (2H, s a, 6-amino).

4-metilbenzoato de [(2R,5R)-5-(6-amino-3-yodo-4-metoxipirazolo[3,4-d]pirimidinil)-3-(4-metilfenilcarboniloxi)oxolan-2-
iljmetilo (15)

A una suspension de (14) (6,68 g, 22,95 mmol) en 150 ml de metanol se le afiadieron 8,05 ml de hidréxido de
potasio metandlico 2,85 M. La mezcla se agitdé durante un minuto y luego se diluyé con 100 ml de tolueno y se
evapord. La sal potasica solida de (1) se sec6 al vacio. La sal potasica se suspendié en 75 ml de DMF anhidra y
después se diluyé con 420 ml de acetonitrilo anhidro. Se afiadié inmediatmente 1-cloro-1,2-didesoxi-3,5-di-O-
toluoilribofuranosa (8,95 g, 22,95 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente bajo una atmdsfera
de argoén durante 1 h, y después se filtro. El filtrado se evapord y la espuma residual se recristalizdé dos veces en
metanol: 6,59 g (45%) de rendimiento; TLC (acetato de etilo/hexano 1:1), Ry = 0,52; RMN de 'H (DMSO-dg) & 7,93 y
7,37 (8H, myd, J =7,9 Hz para el d, aromético), 7,10 (2H, s a, 6-amino), 6,51 (1H, t, J = 6,6 Hz, 1°’-H), 5,69 (1H, m,
3'-H), 4,44 (3H, m, 4- y 5-Hs), 3,99 (3H, s, 4-metoxi), 3,19y 2,63 (2H, 2 x m, 2’-Hs), 2,40 y 2,38 (6H, 2 x s, protones
de toluoilmetilo).

[(2R, 5R)-5-(6-amino-3-yodo-4-metoxipirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol (16)

A una suspension de (15) (32,4 g, 50,40 mmol) en 600 ml de metanol se le afiadieron 12,5 ml de metoxido de sodio
1 M en metanol. La mezcla de reaccion se agité a reflujo durante 18 h y después se enfrié en una nevera (-10 °C).
Los cristales de (3) que se formaron se filtraron y se enjuagaron con metanol enfriado en hielo: 10,95 g de
rendimiento. Se afiadi6é acido acético (12,5 ml) al filtrado y el volumen se redujo a aproximadamente 300 ml. Se dejé
la disolucion en reposo en la nevera durante la noche y se recogi6 otra cosecha de cristales (3,95 g). El filtrado se
evapord hasta la sequendad y el aceite residual se tritur6 con éter. El sélido que se formé se filtrd, se seco y se
recristalizé en agua hirviendo: 2,03 g. Rendimiento total = 16,93 g (83%); TLC (metanol al 10% en acetato de etilo, Rs
= 0,23; RMN de 'H (DMSO-dg) & 7,02 (2H, s a, 6-amino), 6,33 (1H, t, J = 6,1 Hz), 5,24 (1H, d, J = 4,4 Hz, 3'-OH),
4,73 (1H, t, J = 5,6 Hz, 5-OH), 4,36 (1H, m, 3'-H), 3,99 (3H, s, 4-metoxi), 3,75 (1H, m, 4’-H), 3,51-3,32 (2H, m, 5'-
Hs), 2,79y 2,17 (2H, 2 x m, 2’-Hs). Anal. calc. para C11H14INsO4 - 0,3 H2O: C, 32,02; H, 3,57;

N, 16,98. Encontrado: C, 32,13; H, 3,35; N, 16,77.
1-[(2R,5R)-(5-hidroximetil)oxolan-2-il]-6-amino-3-yodo-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona (17)

Una suspension de (16) (16,84 g, 41,36 mmol) en 1,5 | de una disoluciéon de hidroxido de sodio 1 N se calent6 a
reflujo. La mezcla se volvié una disolucién homogénea y se enfrio hasta 25 °C utilizando un bafio de agua helada. Se
afiadio acido acético (90 ml) y la disoluciéon se almacend a 5 °C durante la noche. Los cristales que se formaron se
filtraron, se enjuagaron con agua enfriada en hielo y se secaron: 7,47 g de rendimiento de (4). El filtrado se evaporé
hasta un volumen de aproximadamente 500 ml y se almacené a 5 °C durante la noche. Se recogié una segunda
cosecha de cristales (3,75 g). El filtrado se evaporé hasta aproximadamente 200 ml. El acetato de sodio que se
formo se retiré mediante filtracion y el filtrado se almacend a 5 °C durante la noche. Se recogi6 otra cosecha de
cristales (2,25 g). Rendimiento total: 13,47 g (83%); TLC (n-butanol/agua/acido acético 5:3:2), Rt = 0,74; RMN de 'H
(DMSO-dg) 3 6,22 (1H, t, J = 6,3 Hz, 1’-H), 4,33 (1H, m, 3’-H), 3,73 (1H, m, 4-H), 3,47 y 3,36 (2H, 2 x m, 5'-Hs), 2,63
y 2,12 (2H, 2 x m, 2’-Hs). Anal. calc. para C1oH12IN504 - 0,7 H20: C,,29.60; H, 3,33; N, 17,26. Encontrado: C, 29,81,
H, 3,02; N, 17,00.

N-(3-{1-[(2R,5R)-4-(hidroximetil)oxalan-2-il]-6-amino-4-oxo-(5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)}prop-2-inil)-2,2,2-
trifluoroacetamida (18)

A una mezcla de (17) (6,00 g, 15,26 mmol), Cul (297 mg, 1,56 mmol) y tetrakis[trifenilfosfina]paladio(0) en 30 ml de
DMF anhidra se le afiadio trietilamina anhidra (3,14 ml), seguido de trifluoroacetamida de propargilo (4,29 g, 28,41
mmol). La disolucion de reaccion se agitdé bajo una atmésfera de argén durante 40 h. La DMF se retir6 mediante
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evaporacion y el aceite residual se tritd en cloroformo. El sélido de (5) bruto que se formo se filtr6, se enjuagd con
cloroformo y se secé. El sélido se disolvié en un volumen minimo de DMF, se absorbié sobre gel de silice y se
evaporé. La mezcla seca se cargd en una columna de gel de silice y se eluyd con metanol al 10% en acetato de
etilo. Las fracciones del producto se reunieron y se evaporaron. El residuo precipitd en acetato de etilo/éter: 4,0 g
(63%) de rendimiento; TLC (metanol al 20% en acetato de etilo), R; = 0,59; RMN de H (DMSO-dg) & 10,79 (1H, s,
Ns-H), 10,16 (1H, t, J = 5,2 Hz, trifluoroacetimido N-H), 6,77 (2H, s a, 6-amino), 6,28 (1H, t, J = 6,3 Hz, 1’-H), 5,23
(1H, d, J = 4,1 Hz, 3-OH), 4,72 (1H, t, J = 5,1 Hz, 5-KOH), 4,32 (3H, m, -CONH-CH,- y 3’-H), 3,75 (1H, m, 4'-H),
3,50-3,29 (2H, 2 x m, 5'-Hs), 2,65 y 2,15 (2H, 2 x m, 2’-Hs). Anal. calc. para CisH1s5F3NsOs - 0,74 H,O: C, 41,93; H,
3,87; N, 19,56. Encontrado: C, 42,33; H, 3,64; N, 19,13.

N-(3-{1-[(2R,5R)-4-(hidroximetil)oxalan-2-il]-6-amino-4-oxo-(5-hidropirazolo[5-4-d]piriminin-3-il) }propil)-2,2,2-
trifluoroacetamida (19)

A una disolucién de (18) (1,0 g, 2,40 mmol) en 100 ml de metanol que contenia 0,12 g de hidroxido de paladio al
20% (preactivado con &cido férmico) se le afiadieron 2,0 ml de tampén formiato de trietilamonio 4 M (pH 6,5). La
mezcla se agitd bajo 241,32 kPa de gas hidrogeno durante 18 h (durante algunos de los ensayos fue necesario
afiadir més catalizador para la reduccion completa). La mezcla se filtré a través de Celite y el filtrado se evaporé. El
aceite residual se cristalizé en agua: 0,79 g (78%) de rendimiento; TLC (metanol al 20% en acetato de etilo), R =
0,52; RMN de 'H (DMSO-dg) 6 10,59 (1H, s, Ns-H), 9,47 (1H, t a, trifluoroacetimido N-H), 6,64 (2H, s a, 6-amino),
6,27 (1H, t, J = 6,3 Hz, 1’-H), 5,18 (1H, d, J = 4,4 Hz, 3’-OH), 4,75 (1H, t, J = 5,9 Hz, 5’-OH), 4,36 (1H, m, 3’-H), 3,75
(1H, m, 4-H), 3,48 y 3,61 (2H, 2 x m, 5’-Hs), 3,22, 2,68 y 1,87 (6H, 3 x m, protones de propilmetileno), 2,68 y 2,12
(2H, 2 x m, 2’-Hs); Anal. calc. para CisH19F3NgOs - 0,90 H-O: C, 41,27; H, 4,80; N, 19,25. Encontrado: C, 41,57; H,
4,50; N, 19,11.

N-(3-[(1E)-1-aza-2-(dimetilamino)prop-1-enil]-[(2R,5R)-4-(hidroximetil)oxalan-2-il]-6-amino-4-oxo-(5-hidropirazolo[5-4-
d]piriminin-3-il)}propil)-2,2,2-trifluoroacetamida (20)

A una disolucién de (19) (0,80 g, 1,98 mmol) en 5,0 ml de DMF anhidra se le afiadié N,N-dimetilformamida dimetil
acetal (3,1 ml). La disolucion se agitdé durante 2,0 h bajo una atmosfera de argdn y después se evaporo. El residuo
se evaporé dos veces en xilenos y después se colocé al vacio. El sélido amorfo (20) que se formé se trituré con éter
y se recogio: 773 mg (82%) de rendimiento; TLC (metanol al 20% en acetato de etilo), Rt = 0,47; RMN de 'H (DMSO-
de) 6 11,22 (1H, s a, Ns-H), 9,47 (1H, t, J = 5,5 Hz, trifluoroacetimido N-H), 8,67 (1H, s, N=CH-N), 6,42 (1H, t,J =6,5
Hz, 1°-H), 5,22 (1H, d, J = 4,3 Hz, 3’-OH), 4,75 (1H, t, J = 6,1 Hz, 5’-OH), 4,40 (1H, m, 3’-H), 3,77 (1H, m, 4-H), 3,50
y 3,38 (2H, 2 x s, 5’-Hs), 3,18 y 3,05 (6H, 2 x s, N,N-dimetil Hs), 3,22, 2,72 y 1,89 (6H, 3 x m, propil metilen Hs), 2,72
y 2,15 (2H, 2 x m, 2’-Hs); Anal. calc. para C1sH24N7Os - 0,40 H,O: C, 44,80; H, 5,18; N, 20,32. Encontrado: C, 45,02;
H, 4,96; N, 19,94.

N-{3-[1-((2R,5R)-5-{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilmetil}-4-hidroxioxolan-2-il)-6-amino-4-oxo-(5-hidropirazolo[3,4-
d]pirimidin-3-il)]propil}-2,2,2-trifluoroacetamida (21)

A una disolucion de (20) (723 mg, 1,52 mmol) en 9,0 ml de piridina anhidra se le afiadioé cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo
(0,61 g, 1,80 mmol). La disolucion de reaccion se agité durante 3,0 h bajo una atmdsfera de argdn y después se
vertio en 100 ml de una disolucién de bicarbonato de sodio al 5%. La disolucién acuosa se extrajo con acetato de
etilo (2 x 200 ml) y los extractos secados (sulfato de sodio) se evaporaron. El producto bruto se purificé6 mediante
una cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de disolvente de metanol al 0-5% en acetato de etilo
(trietilamina al 2%). Las fracciones del producto se evaporaron produciendo (21) como un sdlido amorfo: 724 mg
(61%) de rendimiento; TLC (metanol al 5% en acetato de etilo), Rf = 0,39; RMN de H (DMSO-ds) 6 11,27 (1H, s, Ns-
H), 9,43 (1H, t, J = 5,3 Hz, trifluoroacetimido N-H), 8,71 (1H, s, N=CH-N), 7,32, 7,17 y 6,76 (13H, 3 x m, aromatico),
6,45 (1H, t, J = 6,3 Hz, 1°-H), 5,26 (1H, d, J = 5,3 Hz, 3’-OH), 4,45 (1H, m, 3’-H), 3,90 (1H, m, 4’-H), 3,70 (6H, s, OMe
Hs), 3,18 y 3,05 (10H, 2 x s, N,N-dimetilo, 5’-Hs y CONH-CHy), 2,62 y 1,65 (4H, 2 x m, metilen Hs), 2,62 y 2,20 (2H,
2 x m, 2’-Hs). Anal. calc. para CagHa2F3N7O7 - 0,30 H,O: C, 59,81; H, 5,48; N, 12,52. Encontrado: C, 59,80; H, 5,39;
N, 12,63.

N-{3-[1-((2R,5R)-5-{[bis(4-metoxifenil)feniimetoximetil}-4-{[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)fosfinooxi}oxolan-2-il)-6-
amino-4-oxo-(5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)]propil}-2,2,2-trifluoroacetamida (22)

A una disolucién de (21) (700 mg, 0,900 mmol) en 22 ml de cloruro de metileno anhidro, que contenia 0,47 ml de
diisopropiletilamina, se le afiadid N,N-diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo (0,34 ml, 1,52 mmol). Después de
agitar durante 30 min bajo una atmésfera de argon a 25 °C, la disolucion se traté con 3,0 ml de metanol y se diluyo
con 200 ml de acetato de etilo. La disolucion se lavo con 100 ml de una disolucion de bicarbonato de sodio al 5% y
se seco sobre sulfato de sodio y se evaporé. El producto bruto se purific6 mediante una cromatografia en gel de
silice, eluyendo con trietilamina al 2% en acetato de etilo. Las fracciones del producto se evaporaron, y el residuo
precipitd en éter-hexano: 583 mg (66%) de rendimiento; TLC (acetato de etilo), R = 0,38; RMN de ¥p (DMSO-de,
referencia al acido fosférico al 85%) 6 145,50y 144,72.

Ejemplo 4
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Este ejemplo ilustra la preparacion de 3-{[5-(4,6-bis{(1E)-1-aza-2-[bis(2-metilpropil)amino]vinil}-3-prop-1-
inilpirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxi]-metil}oxolan-3-iloxi]-
[etil(metiletil)amino}fosfino}propannitrilo (26).

5-(4,6-bis{(1E)-1-aza-2-[bis(2-metilpropil)amino]vinil}-3-prop-1-inilpirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2  (hidroximetil)oxolan-3-ol
(24)

El compuesto (23) (1 mmol) puede agitarse durante 5 h a temperatura ambiente con (dimetoximetil)bis(2-
metilpropil)amina (0,5 ml, 3,37 mmol). La mezcla de reacciéon puede reducirse al vacio y el compuesto protegido
puede purificarse sobre gel de silice para producir (24) (Vincent et al.).

5-(4,6-bis{(1E)-1-aza-2-[bis(2-metilpropil)amino]vinil}-3-prop-1-inilpirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-{[bis(4-
metoxifenil)fenilmetoxijmetil}oxolan-3-ol (25)

A una disolucién de (24) (1,50 mmol) en 9,0 ml de piridina anhidra puede afiadirse cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo (0,61
g, 1,80 mmol). La disolucién de reaccion puede agitarse durante 3,0 h bajo una atmoésfera de argon y después
puede verterse en 100 ml de una disolucién de bicarbonato de sodio al 5%. La disolucién acuosa puede extraerse
con acetato de etilo (2 x 200 ml) y los extractos pueden secarse (sulfato de sodio) y evaporarse. El producto bruto
puede purificarse mediante una cromatografia en gel de silice con un gradiente apropiado para producir (25).

3-{[5-(4,6-bis{(1E)-1-aza-2-[bis(2-metilpropil)amino]vinil}-3-prop-1-inilpirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-{[bis(4-
metoxifenil)feniimetoxijmetil}oxolan-3-iloxi][etil(metiletillamino}fosfino}propannitrilo (26)

A una disolucién de (25) (0,900 mmol) en 22 ml de cloruro de metileno anhidro, que contenia 0,47 ml de
diisopropiletilamina, se le puede afiadir N,N-diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo (0,34 ml, 1,52 mmol). La
disolucion puede agitarse durante 30 min bajo una atmdsfera de argén a 25 °C y puede tratarse con 3,0 ml de
metanol y diluirse con 200 ml de acetato de etilo. La disolucién puede lavarse después con 100 ml de una disolucion
de bicarbonato de sodio al 5% y secarse sobre sulfato de sodio y evaporarse. El producto bruto puede purificarse
mediante una cromatografia en gel de silice con un gradiente apropiado para producir (26).

Ejemplo 5

Este ejemplo ilustra la sintesis de 5-[4,6-diamino-3-(2-metoxietinil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil]-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol
(27).

5-[4,6-diamino-3-(2-metoxietinil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil]-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol (27)

A una mezcla de 4,6-diamino-1-(2-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)-3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina (4,2 g, 10,71
mmol), Cul (211 mg, 1,10 mmol), Pd(PPhz)s (635 mg, 0,553 mmol) y trietilamina (2,2 ml) en 20 ml de DMF anhidra
se le afiadio metil propargil éter (1,82 ml). La mezcla se agité bajo una atmésfera de argon durante 16 h y luego se
evapord hasta la sequedad. El residuo cristalizd6 en metanol: 3,20 g (89%) de rendimiento; TLC (metanol al 30% en
acetato de etilo), Rf = 0,63; RMN de H (DMSO-dg) 6 7,44 (2H, d a, amino), 6,32 (1H, t, J = 6,6 Hz, 1’-H), 6,33 (2H, s
a, amino), 5,20 (1H, d, J = 4,1 Hz, 3'-OH), 4,75 (1H, t a, 5-OH), 4,40 (2H, s, metileno), 4,36 (1H, m, 3'-H), 3,76 (1H,
m, 4-H), 3,47 y 3,32 (2H, 2 x m, 5’-Hs), 3,32 (3H, s, metoxi), 2,68 y 2,14 (2H, 2 x m, 2’-Hs).

Sintesis de 1-metoxiprop-1-in-5-{6-[(1E)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-4-[(1Z)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]pirazolo[3,4-
d]pirimidinil}-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol (28)

El compuesto (27) (3,1 g, 9,28 mmol) se agité en una disoluciéon de 30 ml de N,N-dimetilformamida y 15 ml de N,N-
dimetilformamida dimetil acetal durante 14 h a 45 °C. Los disolventes se evaporaron y el residuo se evaporé dos
veces en xilenos para producir (28) como una espuma que precipitdé en acetato de etilo-éter: 2,8 g (68%) de
rendimiento; TLC (metanol al 50% en acetato de etilo), R = 0,36.

Sintesis de 3-[(5-{6-[(1E)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil}-4-[(12)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]pirazolo[3,4-d]pirimidinil}-2-
{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxi]metil}oxolan-3-iloxi)-[bis(metiletil)amino]fosfinooxilpropannitrilo (29)

A una disolucién de (28) (2,7 g, 6,08 mmol) en 45 ml de piridina anhidra se le afiadié cloruro de dimetoxitritilo (2,4 g).
La disolucién resultante se agitd durante 3 h a temperatura ambiente y después se vertio en 200 ml de una
disolucién de bicarbonato de sodio al 5%. La mezcla se extrajo con acetato de etilo y el extracto se secé sobre
sulfato de sodio, se filtr6 y se evapordé. El residuo se purificd mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo
con un gradiente de metanol al 0-40% en acetato de etilo. Las fracciones del derivado de 5-O-DMT puras se
reunieron y se evaporaron para producir una espuma: 1,0 g (22%) de rendimiento.

A una disolucion del derivado de DMT (0,98 g, 1,31 mmol) en 16 ml de cloruro de metileno anhidro, que contenia
0,70 ml de N,N-diisopropiletilamina, se le afiadié diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo (0,50 ml) bajo una
atmdsfera de argoén. La disolucion se agit6é durante 30 min a temperatura ambiente y después se traté con 1,0 ml de
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metanol. La disolucion se carg6 directamente sobre una columna de gel de silice y se eluyé con un gradiente de
metanol al 0-20% en acetato de etilo (trietilamina al 2%). Las fracciones puras se reunieron y se evaporaron para
producir una espuma: 0,25 g (20%) de rendimiento.

Ejemplo 6

Este ejemplo ilustra la preparacién de 3-[(5-{4-[(12)-1-aza-2-(metilamino)vinil]-3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil}-2-
{[bis(4-metoxifenil)feniimetoxi]meti}-oxolan-3-iloxi)-[bis(metiletil)amino]fosfinooxi]propannitrilo (35) (véase el esquema
de reaccion 8).

(2-furilmetoximetilen)metan-1,1-dicarbonitrilo (30)

A una disolucion enfriada en hielo que contenia cloruro de metileno anhidro (500 ml), trietilamina (100 ml) y
malonitrilo (30 g, 454 mmol) se le afiadié cloruro de 2-furanilo (50 g, 383 mmol) mediante una adicién gota a gota a
lo largo de un periodo de 20 min. Entonces se continud la agitacion durante una hora mas a temperatura ambiente.
La disolucién de reaccion se lavo con 1,5 | de una disolucion de HCI 2 N enfriada en hielo y después con 1,5 | de
agua. La fase orgéanica se evaporé produciendo un aceite.

Una porcidn del producto de aceite (4,6 g, 28,75 mmol) se disolvié en una disolucién que consistia en 40 ml de
dioxano y 4,0 ml de agua. Se afiadi6 sulfato de dimetilo (15 ml) y bicarbonato de sodio (15 g), y la disolucion de
reaccion se agité durante 2,5 h a 80 °C. La mezcla entonces se disolvié en 100 ml de agua y el producto se extrajo
con 200 ml de acetato de etilo. La disolucién orgénica se lavo con 100 ml de una disolucion de bicarbonato de sodio
al 5%, seguido de 100 ml de agua. La disolucion se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtré y se evaporé para producir
un aceite que solidificé al vacio: 2,72 g de rendimiento; TLC (acetato de etilo/hexano 1:1), R; = 0,42; RMN de 1
(DMSO-dg) 8 8,25 (1H, m, aromético), 7,63 (1H, m, aromético), 6,92 (1H, m, aromatico), 4,23 (3H, s, metoxi).

2-amino-4-(2-furil)furan-3-carbonitrilo (31)

Se afiadié hidrazina monohidrato (3,4 ml, 80 mmol) gota a gota a una disolucion enfriada en hielo de (30) (2,72 g,
15,63 mmol) en 75 ml de metanol a lo largo de un periodo de 15 min. La disolucién entonces se evapor6 hasta la
sequedad para producir un aceite que solidificé al vacio. El sélido se trituré en éter, se filtr6 y se sec6: 2,2 g (81%)
de rendimiento; TLC (acetato de etilo), Ry = 0,81; RMN de 'H (DMSO-ds) & 7,77 (1H, s, furanilo), 6,80 (1H, m,
furanilo), 6,61 (1H, m, furanilo), 6,41 (2H, s a, amina).

3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina (32)

El compuesto (31) (25,7 g, 148 mmol) se agitdé en 250 ml de formamida a 190 °C durante 4 h. La disolucién entonces
se enfrio hasta la temperatura ambiente, se diluy6 con 1,2 | de agua y se enfrié en un bafio de hielo. El sélido que se
formo se filtrd y se sec6: 22 g (74%) de rendimiento; TLC (metanol al 5% en acetato de etilo), Rs = 0,25.

4-metilbenzoato de  [5-(4-amino-3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil)-3-(4-metilfenilcarboniloxi)-2-oxoetilJoxolan-2-
illmetilo (33)

El compuesto (32) (10 g, 49,7 mmol) se agité en 200 ml de una disolucién de KOH metandlico 0,29 M durante 5 min.
La mezcla se evaporé hasta la sequedad y el residuo entonces se disolvié en 40 ml de DMF anhidra caliente. La
disolucién se enfri6 hasta la temperatura ambiente y después se diluyé con 230 ml de acetonitrilo anhidro. El
derivado de cloroaztcar (23 g, 59,14 mmol) se afiadi6 inmediatamente y la mezcla se agitd durante 45 min y
después se evapord hasta la sequedad. El residuo se disolvio en 800 ml de acetato de etilo y se lavo con agua (2 x
800 ml). La disolucién orgéanica se seco sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se evapord. El producto bruto se purifico
mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de hexano al 30-0% en acetato de etilo. Las
fracciones del producto puro se evaporaron y el residuo cristalizé en metanol caliente: 3,4 g (12%) de rendimiento;
TLC (acetato de etilo), R = 0,47; RMN de H (DMSO-dg) 6 8,27 (1H, s, 6-H), 7,96 (1H, m, furanilo), 7,95, 7,84, 7,36 y
7,23 (8H, 4 x d, toluoilo aromatico), 6,83 (1H, m, furanilo), 6,80 (1H, t, J = 6,3 Hz, 1°’-H), 6,70 (1H, m, furanilo), 5,86
(1H, m, 3’-H), 4,64-4,42 (3H, m, 4-H y 5’-Hs), 3,28 y 2,76 (2H, 2 x m, 2’-Hs), 2,39y 2,36 (6H, 2 x s, toluoilmetilos).

5-{4-[(12)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil}-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol (34)

Una suspension de (33) (3,36 g, 6,08 mmol) en 17 ml de una disoluciéon de metdxido de sodio metandlico 0,12 M se
someti6é a reflujo durante 30 min. La disolucién resultante se enfrié hasta la temperatura ambiente y se neutralizé
mediante la adicién de 0,12 ml de &cido acético. La disolucién se evaporé hasta la sequedad y el producto precipitd
en metanol-éter, y después recristalizé en agua hirviendo: 1,63 g (85%) de rendimiento del nucledsido desprotegido.

Todo el producto de nucledsido anterior se agitd en una disolucidn que consistia en 30 ml de DMF anhidra y 15 ml
de N,N-dimetilformamida dimetil acetal durante 5 h. La disolucién se evaporé hasta la sequedad y el residuo
entonces se evaporo dos veces en xilenos para producir una espuma: 1,89 g (99%) de rendimiento; TLC (metanol al
20% en acetato de etilo), Rf = 0,45; RMN de 'H (DMSO-dg) 6 8,98 y 8,46 (2H, 2 x s, formamidin C-H y 6-H), 7,97 (1H,
m, furanilo), 7,81 (1H, m, furanilo), 6,65 (2H, m, 1’-H y furanilo), 5,30 (1H, d, J = 4,5 Hz, 3'-OH), 4,79 (1H,t,J=5,5
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Hz, 5'-OH), 4,51 (1H, m, 3'-H), 3,85 (1H, m, 4'-H), 3,57 y 3,40 (2H, 2 x m, 5'-Hs), 3,26 y 3,21 (6H, 2 x s, protones N-
Me), 2,88 y 2,30 (2H, 2 x m, 2'-Hs).

3-[(5-{4-[(12)-1-aza-2-(metilamino)vinil]-3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil}-2-{[bis (4-
metoxifenil)feniimetoxijmetil}oxolan-3-iloxi)-[bis(metiletil)amino]fosfinooxi]propannitrilo (35)

Se afiadio cloruro de dimetoxitritilo (2,01 g) a una disolucién de (34) (1,84 g, 4,95 mmol) disuelto en 30 ml de piridina
seca. La disolucion de reaccion se agit6 durante 3 h a temperatura ambiente y después se vertié en 200 ml de una
disolucién de bicarbonato de sodio al 5%. El producto se extrajo con 300 ml de acetato de etilo y la fase organica se
secd sobre sulfato de sodio y se evapor6. El residuo se purificd utilizando una cromatografia en gel de silice,
eluyendo con un gradiente de metanol al 0-5% en acetato de etilo. Las fracciones del producto puro se evaporaron
para producir una espuma: 2,26 g (68%) de rendimiento del derivado de 5’-O-DMT.

A una disolucion del derivado de DMT (2,18 g, 3,23 mmol) disuelto en 40 ml de cloruro de metileno seco, que
contenia 1,75 ml de N,N-diisopropiletilamina, se le afiadieron 1,25 ml de diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo.
La disolucién se agit6 bajo una atmésfera de argon durante 15 min a temperatura ambiente, y después se tratd con
5 ml de metanol. La disolucion resultante se diluyé con 500 ml de acetato de etilo y se lavd con 400 ml de una
disolucion de bicarbonato de sodio al 5%. La disolucién organica se secO sobre sulfato de sodio, se filtré y se
evapord. El residuo se purificé mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de metanol al
5-10% en acetato de etilo (trietilamina al 2%). Las fracciones de producto puro se evaporaron para producir una
espuma: 1,62 g (57%) de rendimiento; RMN de *'P (DMSO-ds) 5 147,81 y 147,16.

Ejemplo 7

Este ejemplo ilustra la preparacion de 3-[(5-{6-[(1E)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-4-[(1Z)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-
3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil}-2-{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilmetil}oxolan-3-iloxi)-
[bis(metiletil)amino]fosfinooxi]propannitrilo (39, véase el esquema de reaccion 9).

3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina (36)

Una mezcla de (31) finamente triturado (10,0 g, 57,47 mmol) y carbonato de guanidina (16,6 g, 91,95 mmol) se
calentd a 230 °C durante 45 min. La mezcla se enfri6 hasta la temperatura ambiente y el sélido se tritur6 en 100 ml
de agua hirviendo. El sélido ((36) puro) se filtro, se enjuagd con agua y se seco: 11,1 g (89%) de rendimiento; TLC
(metanol al 40% en acetato de etilo), Ry = 0,66; RMN de "H (DMSO-ds) & 12,68 (1H, s a, N-H), 7,86 (1H, m, furanilo),
6,93 (2H, s a, -NH>), 6,85 (1H, d, J = 3,5 Hz, furanilo), 6,65 (1H, m, furanilo), 6,10 (2H, s a, -NH>).

5-(4,6-diamino-3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil)-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol (37)

El compuesto (36) (10,5 g, 48,61 mmol) se agit6 en 200 ml de una disolucion de KOH metandlico 0,29 M durante 5
min. La mezcla se evaporé hasta la sequedad y el residuo entonces se disolvié en 105 ml de DMF anhidra caliente.
La disolucién se enfrid hasta la temperatura ambiente y después se diluyé con 620 ml de acetonitrilo anhidro. El
derivado de cloroazlcar (23 g, 59,14 mmol) se afiadié inmediatamente y la mezcla se agité durante 40 min y
después se filtrd. El filtrado se evaporé hasta la sequedad y el residuo se cromatografié a través de una columna de
gel de silice, eluyendo con acetato de etilo. Las fracciones de los nucledsidos se evaporaron para producir 2,8 g
(rendimiento del 10%) del nucledsido toluoil-protegido como una mezcla de alfa- y beta-andmeros. La mezcla se
someti6é a reflujo en 40 ml de met6xido de sodio metandlico 0,19 M durante 45 min. La disoluciéon de reaccion se
coloc6 en una nevera durante la noche para producir una cosecha de cristales que se corresponden con el beta-
anomero puro (37): 690 mg de rendimiento; TLC (metanol al 20% en acetato de etilo), R; = 0,32; RMN de ' (DMSO-
de) 6 7,90 (1H, m, furanilo), 6,99 (2H, s a, amino), 6,86 (1H, d, J = 4,1 Hz, furanil), 6,68 (1H, m, furanilo), 6,41 (1H, t,
J = 6,6 Hz, 1-H), 6,26 (2H, s a, amino), 5,21 (1H, d, J = 4,4 Hz, 3’-OH), 4,82 (1H, t, J = 5,8 Hz, 5’-0OH), 4,42 (1H, m,
3'-H), 3,79 (1H, m, 4-H), 3,52y 3,41 (2H, 2 x m, 5'-Hs), 2,75y 2,18 (2H, 2 x m, 2’-Hs).

5-{6-[(1E)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-4-[(1Z)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil}-2-
(hidroximetiil)oxolan-3-ol (38)

Una disolucion de (37) (0,68 g, 2,05 mmol) en 30 ml de DMF anhidra y 15 ml de N,N-dimetilformamida dimetil acetal
se agitd a temperatura ambinete durante 24 h. La disolucién se evaporé hasta la sequedad y el residuo se evaporé
dos veces en xilenos para producir una espuma: 0,90 g (99%) de rendimiento; TLC (metanol al 50% en acetato de
etilo), Rs = 0,38; RMN de H (DMSO-dg) 8 8,93y 8,77 (2H, 2 x s, formamidin C-Hs), 7,94 (1H, m, furanilo), 7,76 (1H,
m, furanilo), 6,62 (1H, m, furanilo), 6,60 (1H, t, J = 6,6 Hz, 1-H), 5,25 (1H, d, J = 4,4 Hz, 3’-OH), 4,84 (1H,t,J =5,9
Hz, 5°-OH), 4,47 (1H, m, 3’-H), 3,83 (1H, m, 4’-H), 3,56 y 3,41 (2H, 2 x m, 5’-Hs), 3,25, 3,18, 3,16 y 3,03 (12H, 4 x s,
N-metilos), 2,82 y 2,22 (2H, 2 x m, 2’-Hs).

3-[(5-{6-[(1E)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-4-[(1Z)-1-aza-2-(dimetilamino)vinil]-3-(2-furil)pirazolo[3,4-d]pirimidinil}-2-
{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxijmetil}oxolan-3-iloxi)-[bis(metiletil)amino]fosfinooxi]propannitrilo (39)
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Se afiadi6 cloruro de dimetoxitritilo (0,85 g) a una disolucién de (38) (0,90 g, 2,04 mmol) en 12 ml de piridina seca.
La disolucion de reaccion se agité durante 2 h a temperatura ambiente y después se verti6 en 200 ml de una
disolucién de bicarbonato de sodio al 5%. El producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 300 ml) y los extractos
organicos reunidos se secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron. El residuo se purificé utilizando una
cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de metanol al 20-30% en acetato de etilo. Las fracciones
del producto puro se evaporaron para producir una espuma: 286 mg de rendimiento del derivado de 5’-O-DMT.

A una disolucion del derivado de DMT (286 mg, 0,384 mmol) disuelto en 5 ml de cloruro de metileno seco, que
contenia 0,23 ml de N,N-diisopropiletilamina, se le afiadieron 0,17 ml de diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo.
La disolucién se agitd bajo una atmésfera de argon durante 15 min a temperatura ambiente, y después se tratdé con
0,5 ml de metanol. La disolucién resultante se diluyé con 100 ml de acetato de etilo y se lavé con 75 ml de una
disolucién de bicarbonato de sodio al 5%. La disolucién organica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtrd y se
evaporé. El residuo se purificé mediante una cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de metanol al
0-30% en acetato de etilo (trietilamina al 2%). Las fracciones de producto puro se evaporaron para producir una
espuma: 230 mg (12%) de rendimiento; RMN de *'P (DMSO-dg) & 147,77 y 147,08.

Ejemplo 8

Este ejemplo ilustra la preparaciéon de 4-metilbenzoato de 4-[1-(5-{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilmetil}-4-
{[bis(metiletil)amino]-(2-cianoetoxi)fosfinooxi}oxolan-2-il)-2,4-dioxo-1,3-dihidropirimidin-5-ilJbut-3-inilo (42, véase el
esquema de reaccioén 10)

Sintesis de p-toluato de 3-butin-1-ilo (40)

En un matraz de fondo redondo de 500 ml equipado con un barra de agitacibn magnética y bajo una atmosfera
inerte se disolvié 3-butin-1-ol (50,3 g, 0,718 mol) con piridina anhidra (200 ml) y la disolucién se enfrié en un bafio de
agua helada. A la suspension fria se le afiadio, utilizando un embudo de adicion, cloruro de p-toluilo (136,3 g, 0,86
mol, 1,2 eq.) gota a gota y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche.

A la mezcla se le afadié éter dietilico (350 ml) y agua (100 ml). La capa organica se separd, y la disolucion acuosa
se lavé con éter dietilico (150 ml). Las fracciones organicas se reunieron y se lavaron con HCI al 10% (3 x 100 ml),
una disoluciéon de NaHCOj3 saturado (2 x 100 ml) y agua (1 x 50 ml). La disolucién resultante se sec6 sobre Na;SO4
anhidro, se filtr6 y el disolvente se elimind para producir 142 g (rendimiento cuantitativo) de (40) como un sélido
blancuzco. El producto puede recristalizar en hexano o metanol, pero era lo suficientemente puro para llevarlo a la
siguiente etapa. RMN de H (CDCls, 300 MHz) & (ppm) 7,95 (d, 2H, J = 8,1 Hz), 7,24 (d, 2H, J = 8,1 Hz), 4,41 (t, 2H,
J=6,8 Hz), 2,67 (dd, 2H, J; = 2,6, J» = 6,8 Hz), 2,40 (s, 3H), 2,03 (t, 1H, J = 2,4 Hz).

5-DMT-5-[4-(p-toluiloxi)butinil]-2-desoxiuridina (41)

Una mezcla de 5-yodo-2’-desoxiuridina (4,0 g, 11,30 mmol), 4-(p-toluiloxi)butino (40) (5,7 g, 30,3 mmol), Cul (222
mg, 1,16 mmol), tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,67 g, 0,583 mmol) y trietilamina (2,0 ml) se agité en 30 ml de
DMF anhidra bajo una atmésfera de argén durante 16 h. La mezcla se evapord hasta la sequedad y el aceite
residual solidifico tras agitar en 100 ml de éter. Este solido se filtrd y se sec6 al vacio.

Una porcion del producto bruto (1,5 g) se disolvié en 20 ml de piridina anhidra y se traté con cloruro de dimetoxitritilo
(1,3 g). La disolucién se agit6 durante 2,0 h bajo una atmdsfera de argén y después se vertié en 150 ml de una
disolucién de bicarbonato de sodio al 5%. El producto se extrajo con 200 ml de acetato de etilo. El extracto se seco
sobre sulfato de sodio, se filtrd y el disolvente se evapord. El residuo se purific6 mediante una cromatografia en gel
de silice, eluyendo con un gradiente de hexano al 30-0% en acetato de etilo. Las fracciones del producto se
evaporaron para producir una espuma: 957 mg de rendimiento; TLC (hexano al 30% en acetato de etilo), Rs = 0,37;
RMN de *H (DMSO-dg) 6 11,66 (1H, s, N-H), 7,9-6,8 (18H, protones aromaticos), 6,11 (1H, t, J = 6,6 Hz, 1’-H), 5,35
(1H, s a, 3-OH), 4,29 (1H, m, 3'-H), 4,15 (2H, t, J = 6,8 Hz, butinmetileno), 3,92 (1H, m, 4’-H), 3,71 (6H, s, grupos
metoxi), 3,24 y 3,07 (2H, 2 x m, 5’-Hs), 2,64 (2H, t, J = 6,8 Hz, butinmetileno), 2,37 (3H, s, toluilmetilo), 2,23 (2H, m,
2'-Hs).

4-metilbenzoato de 4-[1-(5-{[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilmetil}-4-{[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)fosfinooxi}oxolan-
2-il)-2,4-dioxo-1,3-dihidropirimidin-5-il]but-3-inilo (42)

A una disolucién del derivado de DMT anterior (0,92 g, 1,28 mmol) en 15 ml de cloruro de metileno anhidro, que
contenia 0,75 ml de N,N-diisopropiletilamina, se le afiadio diisopropilclorofosforamidita de 2-cianoetilo (0,56 ml). La
disolucidn se agité durante 30 min a temperatura ambiente bajo una atmésfera de argon, y después se traté con 1,0
ml de metanol. La disolucion se evapord hasta un volumen de aproximadamente 5 ml y se cargd directamente en
una columna de gel de silice y se eluyé con hexano al 40% en acetato de etilo (trietilamina al 2%). Las fracciones
puras se reunieron y se evaporaron para producir una espuma: 0,91 mg de (42) (78% de rendimiento); RMN de ¥p
(DMSO-dg) 6 147,72 y 147,39.
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Ejemplo 9

Este ejemplo ilustra la mayor capacidad de los oligonucleétidos modificados para discriminar entre secuencias diana
relacionadas.

En este ejemplos, se prepararon oligonucleétidos modificados que contenian PPPA, PPG y un ligante del surco
menor. Tal como ilustra la figura 3, el uso de un MGB junto con PPPA y PPG aumenta la T y permite el disefio de
sondas mas cortas compatibles con las temperaturas de extension de la PCR. Estos oligonucleétidos modificados
también producen una mayor discriminacién de desapareamientos. En un primer disefio de una sonda 18-mera de
fluoresceina-ODN-extintor Red 13-MGB para PCR a tiempo real, se observé una mala discriminacion de un
desapareamiento de A/T, tal como se muestra en la figura 3A. El redisefio de la sonda contra la hebra opuesta,
poniendo el desapareamiento bajo el MGB y sustituyendo PPPA por A y PPG por G como se indica, permite un
acortamiento de la sonda hasta un 15-mero. Esta sonda ahora consigue una buena discriminacion de
desapareamientos, tal como se muestra en la figura 3B.

Se realiz6 una investigacion termodinamica de la discriminacion de desapareamientos con un conjunto de
oligonucleétidos hibridados con un conjunto de dianas perfectamente apareadas o que contenian un solo
desapareamiento. Las secuencias diana contienen a) A normales, b) PPPA, c) A normales y un 3'-MGB, y d) PPPA y
un 3'-MGB, respectivamente. Las secuencias para las sondas y las dianas se muestran a continuacion en la tabla 3a
y 3b. La determinaciépn de las Tr y el célculo de

Tabla 3ay 3b.

Secuencias de las sondas y de las dianas

A. Secuencias de las sondas - Desapareamiento subrayado

Numero Desapareamiento Secuencia de la sonda SEQ ID NO:
1 Complemento AAAGTTATGTCTACTTACAGAAA 17
2 A/C AAAGCTATGTCTACTTACAGAAA 18
3 A/C AAAGTCATGTCTACTTACAGAAA 19
4 T/G AAAGTTGTGTCTACTTACAGAAA 20
5 AlC AAAGTTACGTCTACTTACAGAAA 21
6 C/A AAAGTTATATCTACTTACAGAAA 22
7 A/C AAAGTTATGCCTACTTACAGAAA 23
8 T/G AAAGTTATGTTITACTTACAGAAA 24
9 A/C AAAGTTATGTCCACTTACAGAAA 25
10 T/G AAAGTTATGTCTGCTTACAGAAA 26
11 GIT AAAGTTATGTCTATTTACAGAAA 27
12 A/C AAAGTTATGTCTACCTACAGAAA 28
13 A/C AAAGTTATGTCTACTCACAGAAA 29
14 T/G AAAGTTATGTCTACTTGCAGAAA 30
B. Secuencias diana - A’ = PPPA
1 GTAAGTAGACATAAC 31
2 GTA'AGTA'GA'CATA'AC 32
3 GTAAGTAGACATAAC-MGB 33
4 GTA'AGTA'GA'CATA’A'C-MGB 34
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Tabla 3c. Comparacion termodinamica de la discrimacién de desapareamientos en términos de incremento
en la energia libre a 50 °C, en el que AAG®sg = R°IN(Kapaream/Kdesaparam)

Numero Desapareamiento A PPPA MGB MGB+PPPA
2 A/C 2340 2930 2870 5320
3 A/C 2560 3280 4100 6320
4 TIG 1950 1810 4200 5900
5 AIC 3520 3760 3830 4980
6 CIA 5030 5340 4190 5970
7 AIC 3000 3370 4310 5260
8 TIG 3040 3260 3070 4820
9 AIC 3290 3440 3810 5630
10 TIG 1800 1950 2090 3350
11 GIT 3340 3120 3630 5070
12 AIC 2940 3620 2550 4490
13 AIC 2360 3210 1820 3980
14 TIG 1600 2010 2000 2480

AAG%y, se describe en el ejemplo 9. La tabla 3c demuestra claramente una mayor discriminacion de
desapareamientos cuando PPPA se sustituye por A, y una discriminacion de desapareamientos aun mayor cuando
PPPA se combina con MGB.

La comparacién de la discriminacion termodinamica de las pares de bases desapareadas formadas en MGB-ODN
que contienen HO-PPPA/HO-PU con PPPA/PU a 37 °C se muestra en la tabla 4. Los ODN que contienen las bases
modificadas en combinacion con MGB se hibridaron con sus complementos. Los desapareamientos estan
subrayados en las secuencias que aparecen en la tabla 4. Tal como se muestra en esta tabla, la sustitucién de HO-
PPPA y HO-PU, comparado con PPPA y PU, demostré en general aumentar la discriminacion de desapareamientos.

Tabla 4. Comparacion de la discriminaciéon termodindmica de pares de bases desapareadas formadas con
HOPPPA o HOPU frente a PPPA y PU en los duplex 8-meros (+MGB)

Secuencia del | PPPA/ | HOPPPA/ Secuencia del | PPPA/ HOPPPA/
ﬂ%‘f;ex y SEQ ID | p, HOPU ﬂl‘g?)'ex v SEQ ID | p, HOPU
AAG AAG AAG AAG
cal/mol | cal/mol cal/mol cal/mol
Apar. | CGUCACUG Apar. | UAUUAUUG-MGB
-MGB AATAATAACC (45)
AGCTGTGACT
(35)
1 CGUCACUG 4250 4350 10 UAUUAUUG-MGB 4400 5000
-MGB AATTATAACC (46)
AGCTIGTGACT
(36)

49




ES 2391213713

(Cont.)

2 CGUCACUG 3450 3540 11 UAUUAUUG-MGB 3740 3760
-MGB AATGATAACC (47)

AGCGGTGACT
@7

3 CGUCACUG 4860 | 4530 12 UAUUAUUG-MGB | 6630 6840
-MGB AATCATAACC (48)

AGCCGTGACT
(38)

4 CGUCACUG 4870 4850 13 UAWAWG-MGB 5090 5730
-MGB AATAAAAACC (49)

AGCAGAGACT
(39)

5 CGUCACUG 4190 | 4360 14 UAUUAUUG-MGB | 5920 6520
-MGB AATAAGAACC (50)

AGCAGGGACT
(40)

6 CGUCACUG 3930 3940 15 UAUUAUUG-MGB 4120 4530
-MGB AATAACAACC (51)

AGCAGCGACT
(41)

7 CGUCACUG 2600 2300
-MGB

AGCAATGACT
(42)

8 CGUCACUG 4360 4210
-MGB

AGCATTGACT
(43)

9 CGUCACUG 4420 4610
-MGB

AGCACTGACT
(44)

AAG se calculé a 37 °C

Ejemplo 10

Este ejemplo ilustra los estudios de fundido de UV realizados utilizando los oligonucledtidos de la presente
invencion.

Los hibridos formados entre ODN no modificados 0 MGB-sondas y sus complementos se fundieron a una velocidad
de 0,5 °C/min, sobre un espectrofotometro Lambda 2S (Perkin-Elmer) con un programador de temperatura de
multiples células automatico PTP-6. Los datos de T se prepararon utilizando 0,5 x tampén SSPE (Sigma, pH 7,4).
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Cada ODN (1 uM de cada hebra) se mezcl6é con el complemento para producir una proporcién de 1:1. Antes del
fundido, las muestras se desnaturalizaron a 100 °C y después se enfriaron hasta 10 °C a lo largo de un periodo de
10 min. Se calculd la discriminacién de desapareamiento para cada tipo de duplex en términos de AAG a 50 °C
utilizando la ecuacion:

AAG%, = Ro'n(Kapaream/Kdesaparem)-

El término Kapaream/Kdesaparem puede determinarse utilizando las fracciones relativas de los duplex y hebras
sencillas calculadas a partir de las curvas de fusién a 50° C (véase, Lohkov, S.G. y Pyshnyi, FEBS Letters, 420:134-
138 (1997)).

Ejemplo 11

Este ejemplo ilustra la hibridacién del ADN a micromatrices de vidrio de oligonucleétidos preparadas como se
describe en la solicitud n° de serie 09/364.320, en tramitacion junto con la presente, y ademéas optimizados para
sondas de MGB 8-10-meras.

El ADN (oligonucledtido o amplicon de PCR) a 1-5 x 107 M en 5 x SSPE, Triton X-100 al 0,1%, formamida al 10% se
hibridé con la micromatriz en cdmaras de marco sellado (MJ Research) bajo las siguientes condiciones: 5 minutos a
55 °C, enfriamiento lento a 0,1 °C/seg hasta 35 °C, 60 minutos a 55 °C. Los portaobjetos entonces se lavaron con
0,5 x SSPE durante 5 minutos a 45 °C. Los portaobjetos se secaron bajo una corriente de aire y se barrieron
utilizando un escaner fluorescente Array Works (Applied Precision). El procedimiento de lavado puede repetirse bajo
condiciones mas rigurosas si es necesario.

Ejemplo 12
Este ejemplo ilustra un ensayo de extension de cebadores de una sola base.

Se reunieron ADN molde monocatenario y un cebador 6-mero (20 uM de cada uno), 1 x tampon Thermpol (New
England Biolabs), cloruro de manganeso 10 mM (USB), y se incubaron durante 5 minutos a 50 °C. Entonces se
afiadieron o*’P ddATP 5 uCi y 8 unidades de polimerasa de Bst (NEB), obteniéndose un volumen total de 10 ul, y se
incub6 durante 1 minuto a 50 °C. Después de la inbucacion se afiadieron 6 pl de disoluciéon de detencién (formamida
al 65%, EDTA 20 mM) y las reacciones se enfriaron hasta la temperatura ambiente. Las muestras se diluyeron 1:10
en tinte desnaturalizante (formamida al 35%, xilencianol al 0,05%, azul de bromofenol al 0,05%, EDTA 1 mM) y se
analizaron partes alicuotas mediante una electroforesis sobre un gel de poliacrilamida al 10% desnaturalizante.

El uso de bases modificadas en los ensayos de extension de cebadores para la tipificacion de SNP se ilustra en la
tabla 5. La extensién de cebadores con la polimerasa de Bst (NEB) se evalu6 con un cebador sustituido con
diferentes bases modificadas y se midi6 la cantidad de producto basadndose en la radiactividad incorporada
utilizando una electroforesis en gel.

Tabla 5.

Comparacién de la incorporacién de *°P en el producto de la extension de cebadores mediante unaelectroforesis
en gel de poliacrilamida utilizando el molde AAC CAC TCT GTC CTA (SEQ ID NO:52)

Cebador Sefal relativa
TGAGAC T+
UPPGAGAC +
UP PGP PAGAC +++
UpropGpropApropGAC S+
UpropGpropApropGpropAC S+
UpropGpropApropGpropC +
UpropGpropApropGpropApropCprop 0,5+

Ejemplo 13

Este ejemplo ilustra el uso del algoritmo descrito en la memoria descriptiva para predecir la Tm de los
oligonucledtidos modificados que contienen PGB con y sin un ligante del surco menor (CDPIs).
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Utilizando los parametros termodinamicos en la tablas 2a/2b y la formula de correccion para la contribucion de los
MGB, puede calcularse la Tr, de oligonucleétidos PPG con y sin un MGB con procedimientos algoritmicos como se
describié anteriormente. Los parametros termodinamicos de los pares vecinos mas proximos que no contienen G no
cambian cuando los oligonucledtidos estéan sustituidos con PPG. De forma similar, los parametros termodindmicos
de los pares vecinos mas préximos no cambian cuando los oligonucleétidos que contienen MGB estan sustituidos
con PPG. La tabla 6 ilustra la capacidad del algoritmo para predecir la Tr de oligonucle6tidos que contienen PPG
solos o0 en combinacion con un ligante del surco menor (CDPI3). En la tabla 6, todos los G estan sustituidos por PPG.

Tabla 6. Comparacién de T, experimentales con las Tr predichas utilizando los parametros termodinamicos de los
vecinos mas cercanos para oligonucleétidos que contienen PPG vy oligonucleétidos que contienen PPG unidos a un
MGB

5’-secuencia de la sonda-3’ cI)Eétabilidad del daplex ODN (I)Egtabilidad del duplex ODN-MGB | SEQ ID
TMexp TMecalc Err TMexp TMecaic Err NO:
CTGTAAGTAGATATAAC 51,84 53,23 1,39 65,88 66,69 0,81 53
GGCAAGATATATAG 50,21 49,81 -0,40 | 66,37 65,56 -0,81 54
GTGACGCAGATTCC 61,27 61,06 -0,21 | 76,97 75,19 -1,78 55
GTAAGTAGACATAAC 52,12 51,78 -0,34 | 64,64 63,31 -1,33 56
CAGGGAGCTTTGGA 59,9 60,22 0,32 74,39 71,47 -2,92 57
CACTCGTGAAGCTG 60,85 59,49 -1,36 | 74,04 72,26 -1,78 58
GTAAGTAGGCATAAC 55,74 55,47 -0,27 | 66,91 66,00 -0,91 59
CCGGATGTAGGATC 57,52 59,05 1,53 69,3 70,03 0,73 60
GATTACCTGGATTT 50,64 50,32 -0,32 | 62,29 62,33 0,04 61
CCGTCAATGGTCAC 58,66 60,01 1,35 70,13 69,91 -0,22 62
CAGCACGTAGCC 57,31 58,07 0,76 69,29 67,60 -1,69 63
CGGCTACGTGCTGG 65,19 66,01 0,82 76,12 74,79 -1,33 64
CGGCTACATGCTGG 61,14 61,95 0,81 71,56 72,99 1,43 65
CTAAATCTGCCG 50,4 48,09 -2,31 | 62,08 60,19 -1,89 66
TCTGGATGATGGGCA 61,74 61,95 0,21 71,65 72,13 0,48 67
GTTCATGGGTGTAAT 57,51 57,77 0,26 66,94 68,79 1,85 68
CGGAGGTAGGATCA 59,24 59,46 0,22 69,46 70,93 1,47 69
CCACCCGCCTCAG 60,73 61,14 0,41 71,43 70,74 -0,69 70
CACAGGAGTGGTTGG 63,07 64,40 1,33 72,28 72,92 0,64 71
CGGACCAGTGCGTG 68,1 67,58 -0,652 | 77,92 76,80 -1,12 72
TCGGACCAGTGCGT 65,04 66,00 0,96 74,94 75,62 0,68 73
AACGGGGTACGATA 57,93 57,11 -0,82 | 67,79 67,08 -0,71 74
CAGTTGAGATTCTAAGAC 60,06 60,15 0,09 67,15 67,43 0,28 75
AGGGGCGTCTTG 60,78 58,57 -2,21 | 71,62 72,76 1,14 76
GTAAGTAGGCATAGC 58,34 58,95 0,61 65,95 66,99 1,04 77
TGCCCAGCCCCAG 63,13 63,40 0,27 71,28 71,32 0,04 78
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CCAACACTCGTGAA 54,87 56,14 1,27 62,07 63,54 1,47 79
GTAAGTAGACACAGC 59,48 58,41 -1,07 | 65,79 66,27 0,48 80
TCGGACCAGTGC 58,02 58,55 0,53 65,99 66,35 0,36 81
CGATCACGCTGGC 62,12 62,75 0,63 69,18 71,81 2,63 82
GTCCTGGGGGTGG 65,19 64,54 -0,65 | 72,78 72,53 -0,25 83
GTAAGTAGGTGTGAC 60,7 59,70 -1,00 | 66,92 67,00 0,08 84
GGTTGTACGGGTTCACG 68,38 68,81 0,43 74,16 75,38 1,22 85
GGACCAGTGCGTGA 66,84 65,46 -1,38 | 73,38 71,53 -1,85 86
GTAAGTAGACGCAGC 62,91 62,44 -0,47 | 68 67,82 -0,18 87
GTAAGTAGGCGCAGC 65,52 65,91 0,39 69,8 70,34 0,54 88
GTAAGTAGGCGCGGC 68,71 68,96 0,25 72,26 72,76 0,50 89
GGTTCCCGAGCG 62,15 61,14 -1,01 | 65,75 64,22 -1,53 90

La precision del algoritmo de prediccion es de aproximadamente +/- 1 y +/- 2 para oligonucleétidos que contienen
PPG vy oligonuclettidos-MGB que contienen PPG, respectivamente. Por consiguiente, puede obtenerse una
secuencia de interés a partir de una fuente, tal como Genbank, y entonces puede ajustarse una ventana de T, como
requisito para un conjunto de sondas o cebadores. Utilizando el anterior algoritmo y la informacion acerca de los
parametros de los vecinos més cercanos puede calcularse una coleccion de secuencias de sondas o cebadores con
las T deseadas.

Como alternativa, el algoritmo puede emplearse para seleccionar los parametros del vecino mas cercano a partir de
una seleccion de bases modificadas, y para calcular la estabilidad de mas de una secuencia de la misma longitud
para obtener la misma estabilidad termodinamica predeterminada, utilizando las bases modificadas seleccionadas.

Ademas, el algoritmo puede utilizarse para seleccionar una 0 mas bases modificadas que permitan el disefio de
oligonucleétidos de la misma longitud de pares de bases y sustancialmente la misma estabilidad (Tn). Estas bases
modificadas pueden seleccionarse a partir de una base de datos que contenga los parametros termodinamicos
predeterminados de los vecinos més cercanos a partir de una coleccién de purinas modificadas y/o pirimidinas
modificadas. Preferiblemente, la base de datos contiene los parametros de los vecinos mas cercanos de
pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituidas y/o pirimidinas 5-sustituidas.

Ejemplo 14
Este ejemplo ilustra el uso de oligonucleotidos modificados en un ensayo Invader™.

El ensayo basado en cleavasas mostrado en la figura 4 detecta secuencias de ADN y ARN especificas para romper
un complejo formado por la hibridacién de dos oligonucledtidos solapantes a una diana. La enzima rompe la “aleta”
gue sobresale, que actia como sonda invasora en la sonda de modulo de deteccion, en que la ruptura libera una
sefial de fluorescencia. La primera ruptura se produce sélo cuando el desapareamiento de una sola base en el
invasor es un apareamiento perfecto. No se produce reaccion con una diana desapareada B. La “aleta” escindida
actlia como invasor en el médulo de deteccion, conduciendo a la liberacion de fluorescencia en la segunda etapa de
ruptura.

Tabla 7a y 7b: Comparacion del sistema de amplificacion basado en cleavasa con diferentes bases modificadas
sustituidas en las sondas genémicas e invasoras.

Tabla 7a
n° Sonda’ Bases modificadas sustituidas en la secuencia de | Longitud
la sonda’
1 Maodulo Ninguna 41
2 Invasora T Ninguna 59
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3 Invasora M1 Cinco bases A24 32
4 Genomica T Ninguna 43
5 Genomica M1 Seis bases Al4 35
6 Genomica M2 Cinco bases A24 31

' Las sondas no modificadas y las condiciones de ensayo son similares a las descritas en Hall et al., PNAS,
97:8272-8277 (2000).

2 Al14 esun hidroxipropinilPPA y A24 es un 3-yododiaminoPPA.

Tabla 7b
Sonda gendmica Proporcion de sefal final de | AR RFU?
apareamiento/desapareamiento
4 5 4100
5 10 8000
6 7 11900

% AF es la diferencia final en la fluorescencia entre apareamientos y desapareamientos en unidades de

fluorescencia relativas.

La tabla 7a muestra una comparacion del efecto de diferentes bases modificadas cuando se sustituyen en las
sondas invasora y genomica. La invasora T tradicional (2) fue sustituida con 3-yododiaminoPPPA para producir la
invasora M1, que ahora tiene una longitud de 32 con una Ty a la del 59-mero (2). De manera similar, la sonda
gendmica tradicional (4) fue sustituida con 3-hidroxipropinilPPPA y 3-yododiaminoPPPA para producir (5) y (6),
respectivamente. Ambas sondas son sustancialmente mas cortas que la tradicional (4). Utilizando la invasora M1 (3)
en combinacion con las sondas gendmicas 4-6 de modo individual produce una mejor actuacion (tabla 7b) de ambas
sondas gendmicas que contienen las bases modificadas (5 y 6), comparado con la sonda gendmica tradicional (4).
Tal como se muestra, las proporciones de sefial finales de apareamiento/desapareamiento y la fluorescencia final
muestran aumentos, comparado con la sonda genémica no modificada.
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REIVINDICACIONES

1.- Un oligonucleétido modificado que comprende al menos una base de la base de pirimidina 5-sustituida y al
menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida, en el cual dicha al menos una base de
pirimidina 5-sustituida tiene una férmula que consiste en:

xa
R4
N.-"'
A
A

en la que al menos un base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida esta que consiste en

Xz R‘
[ )
| -

en la que cada uno de los grupos xt, X2 y X3 es un miembro seleccionado independientemente del grupo que
consiste en H, OH, NH; y un grupo amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R™ y R™ es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en
heteroalquilo(C:-C12), heteroalquenilo(C,-Cy2), heteroalquinilo(C,-C12), -O-(alquilo C1-Cy2), -O-(alquenilo C>-Cs»), -O-
(alquinilo C,-Cy2), -S-(alquilo Ci-Ci»), -S-(alquenilo C;-Ci»), -S-(alquinilo C»-Ci2), heterociclil(alquilo Ci-Ci2),
heterociclil(alquenilo C»-C12), heterociclil(alquinilo C,-Cy2), aril(alquilo C1-C12), aril(alquenilo C,-C12), aril(alquinilo C,-
C12), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH; y las formas protegidas de los mismos,

2.- Un oligonucledtido modificado de la reivindicacién 1, que comprende ademas un ligante del surco menor unido de
modo covalente.

3.- Un oligonucleétido modificado de la reivindicacién 1, que comprende ademas al menos un grupo indicador unido
de modo covalente.

4.- Un oligonucledtido modificado de la reivindicacion 1, que comprende ademas al menos un extintor unido de modo
covalente.

5.- Un oligonucleétido modificado de la reivindicacion 3, en el que dicho grupo indicador es un fluoréforo.

6.- Un oligonucledtido modificado de la reivindicacién 3, en el que dicho grupo indicador es un fluoréforo, y dicho
oligonucleétido modificado comprende ademas un extintor unido.

7.- Un oligonucledtido modificado de la reivindicacion 1, que comprende de 4 a 70 bases.

8.- Un oligonucleétido modificado de la reivindicacion 1, que comprende de 4 a 70 bases, y que comprende ademas
un ligante del surco menor unido.

9.- Un oligonucledtido modificado de la reivindicacion 1, que comprende de 4 a 70 bases, y que comprende ademas
un fluoréforo unido y un extintor.

10.- Un oligonuclettido modificado de la reivindicacion 2, que comprende de 4 a 70 bases, y que comprende
ademas un fluoréforo unido y un extintor.

11.- Un oligonucleétido modificado de la reivindicacion 1, que tiene la férmula:
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B
R"—I— IJA—};FF

R representa un primer extremo de dicho oligonucle6tido modificado;

R® representa un segundo extremo de dicho oligonucleétido modificado;

el subindice n es un nimero entero de 4 a 70;

cada B es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en adenina, timina,
citosina, guanina, uracilo, una piramidina -5-sustituida, y una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida; y cada M
es un miembro seleccionado del grupo que consiste en un azdcar formador de oligdmero y un aminoacido
formador de acidos nucleicos peptidicos.

12.- Un oligonucledtido modificado de la reivindicacion 11, en el que al menos un M es un azlcar formador de
oligbmero bloqueado

13.- El uso de compuesto para preparr el oligonucleétido modificado de la reivindicacion 1, teiendo el compuesto la
féormula:

en la que:

Z' es un miembro seleccionado del grupo que consiste en H, F y OR? en el que R* es un miembro

selecmonado del grupo que consiste en H, alquilo(C1-Csg) y un grupo protector de hidroxi;

Z% es un mlembro seleccionado del grupo que consiste en H y alquilo(C1-Cs), u opcionalmente Z? se

comblna con z para formar un anillo de cinco o siete miembros;

Y es O-P!, en el que P* es una fosforamidita o un grupo H-fosfonato;

Y? es un mlembro seleccionado del grupo que consiste en OH, y un grupo hidroxi protegido; O- P'enel que
P? es es un fosforamidita, H-fosfonato, monofosdato, difosfato o trifosfato; y

B es un nucledtido modificado seleccionado del grupo que consiste en:

o X"
" 1
HN | R N-’l R™
Y
0”J"I;J O}\l;l

en las que
X se seleccionan del grupo que consiste en H, NH» y un grupo amino protegido;
R' se selecciona a del grupo que consiste en las formas protegidas o desprotegidas de 3-hidroxiprop-1-
inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 3-metoxiprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo, 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-butinilo.

14.- El uso de la reivindicacion 13, en el cual B es
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15.- El uso de la reivindicacién 13, en el cual B es

16.- El uso de la reivindicacion 14, en el cual X** es HN..

17.- El uso de la reivindicacion 16, en el cual Y** es O-P*, Y? es un hidroxi protegido, Z* es H, R™ se selecciona del
grupo que consiste en 3-hidroxiprop-1-inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo y 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-
butinilo.

18.- El uso de la reivindicacion 17, en el que Y* es -O-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] e Y? es -O-(4,4'-
dimetouxitritilo).

19.- El uso de la reivindicacion 15, en el que Y es O-P*, Y? es un hidroxi protegido, Z* es H, R' se selecciona del
grupo que consiste en 3-hidroxiprop-1-inilo, 3-aminoprop-1-inilo, 4-hidroxi-1-butinilo y 3-(hidroximetil)-4-hidroxi-1-
butinilo.

20.- Un compuesto de la reivindicacion 19, en el que Y'es -O-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] e Y? es -O-
(4,4’-dimetoxitritilo).

21.- Una matriz de oligonucleétidos modificados, comprendiendo dicha matriz un soporte sélido y una pluralidad de
oligonucledtidos unidos, en la que al menos el 50% de los oligonucledtidos en dicha matriz contienen una
pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida y almenos una base de pirimidina 5-
sustituida, en la cual dicha al menos una base de pirimidina 5-sustituida tiene una formula que consiste en:

XJ
N* R
A I

O N

R d

y dicha al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida que consiste en:

x? r!
NT RN
Il N
x“‘J*‘N 'l*'
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en la que

cada uno de los grupos Xt x? y X3 es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en H,
OH, NH y un grupo amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R y R* es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en
heteroalquilo(C;-C12), heteroalquenilo(C,-Ci2), heteroalquinilo(C,-Ci2), -O-(alquilo C1-Cy2), -O-(alquenilo C2-Cs»), -O-
(alquinilo  C»-C12), -S-(alquilo C;i-C12), -S-(alquenilo C3-Ci2), -S-(alquinilo C»-Ci2), heterociclil(alquilo C;-Ciy),
heterociclil(alquenilo C>-C12), heterociclil(alquinilo C»-Cs12), aril(alquilo C1-C12), aril(alquenilo C2-Ci2), aril(alquinilo C»-
C12), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH; y las formas protegidas de los mismos,

22.- Una matriz de oligonucleétidos modificados de la reivindicacién 21, en la que dichos oligonucleétidos unidos
tienen unas Tn diferente aproximadamente en 2 °C entre si, y unas longitudes de pares de bases diferentes
aproximadamente en 2 bases entre si.

23.- Una matriz de oligonucleétidos modificados de la reivindicacion 21, en la que dichos oligonucle6tidos unidos
tienen unas Ty, diferentes aproximadamente en 1 °C entre si, y unas longitudes de pares de bases diferentes
aproximadamente en 2 bases entre si.

24.- Una matriz de oligonucleétidos modificados de la reivindicacion 21, en la que dicha matriz comprende
aproximadamente 10 a aproximadamente 10.000 oligonucledtidos unidos, teniendo cada uno unas T, diferentes
aproximadamente en 2 °C entre si, y unas longitudes de pares de bases diferentes aproximadamente en 2 bases
entre si.

25- Una matriz de oligonucledtidos modificados de la reivindicacion 21, en la que dicha matriz comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 10.000 oligonucleétidos unidos, teniendo una porcion de dichos
oligonucledtidos unidos un ligante del surco menor unido de modo covalente.

26.- Una composicion que comprende una pluralidad de oligonucle6tidos modificados que tienen al menos una base
de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida y almenos una base de pirimidina 5-
sustituida que tiene ademds un fluoroforo unido, en el cual al menos una base de pirimidina 5-sustituida que tiene
una férmula que consiste en

x:!

N l
GJ\I*I\I

Rd

y dicha al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida consiste en:
X2 R!
N -

s

3
I N
N
|

b

en la que

cada uno de los grupos X', X2 y X3 es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en H,
OH, NHz y un grupo amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R! y R* es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en
heteroalquilo(C;-C12), heteroalquenilo(C2-Ci2), heteroalquinilo(C2-Ci2), -O-(alquilo C1-C12), -O-(alquenilo C2-C1»), -O-
(alquinilo C»-C12), -S-(alquilo Ci-Ci2), -S-(alquenilo C;-Ciz), -S-(alquinilo C»-Ci2), heterociclil(alquilo Ci-Ci2),
heterociclil(alquenilo C»-C12), heterociclil(alquinilo C,-Cy2), aril(alquilo C1-C12), aril(alquenilo C,-C12), aril(alquinilo C,-
C12), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH; y las formas protegidas de los mismos.

27.- Una composicion de la reivindicacién 23, en la que cada uno de dicha pluralidad de oligonucleétidos comprende
un fluoréforo unido y un extintor unido.

28.- Una composicion de la reivindicacion 26, en la que cada uno de dichos oligonucledtidos modificados tiene una
longitud de 4 a 30 bases, y tiene unas T, diferentes aproximadamente en 2 °C entre si.

29.- Una composicién de la reivindicacién 28, en la que dicha pluralidad es de aproximadamente 6 a
aproximadamente 100.
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30.- Un procedimiento para distinguir polinucleétidos con secuencias relacionadas, comprendiendo dicho
procedimiento:

() poner en contacto un oligonucleétido modificado que tiene una secuencia definida que comprende al menos
una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida y al menos una pirimidina 5 sustituida, como se define en la
reivindicacion 1, en lugar de una base de purina, y una base de pririmidina respectivamente con al menos
dos polinucelétidos, en el que uno de los polinucledtidos tiene una secuencia diana que es perfectamente
complementaria con el oligonucleétido modificado y al menos uno de los otros polinucleétidos tiene una
secuencia diana con al menos una base desapareada; y

(b) determinar el grado de hibridacion entre el oligonucleétido modificado y cada uno de los polinucleétidos.

31.- Un procedimiento segun la reivindicacion 30, en el que dicho oligonucleétido modificado comprende ademas un
grupo indicador.

32.- Un procedimiento segun la reivindicacion 31, en el que dicho grupo indicador es un fluoréforo.

33.- Un procedimiento segun la reivindicacién 30, en el que dicho oligonucleétido modificado comprende ademas un
ligante del surco menor.

34.- Un procedimiento segun la reivindicacién 30, en el que dicho oligonucleétido modificado comprende ademas un
ligante del surco menor y un fluoréforo.

35.- Un procedimiento segun la reivindicacion 30, en el que dicho oligonucleétido modificado comprende ademas un
ligante del surco menor, un fluoréforo y un extintor.

36.- Un procedimiento para detectar la presencia de una secuencia diana en un polinucleétido, comprendiendo el
procedimiento:

(@) incubar un polinucledtido que se va a ensayar para la presencia de la secuencia diana con un
oligonucledtido modificado que tiene una secuencia que es sustancialmente complementaria con la
secuencia diana bajo condiciones de hibridacion; e

(b) identificar los acidos nucleicos hibridados;

en el que dicho oligonucle6tido modificado comprende al menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida en lugar
de un resto purina y al menos una piridina 5 sustituida en lugar de un resto pirimidina, como se define en la
reivindicacion 1.

37.- Un procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que dicha incubacion se realiza en presencia de una enzima
cleavasa.

38.- Un procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que dicho oligonucleétido modificado comprende ademas un
grupo indicador.

39.- Un procedimiento segun la reivindicacion 38, en el que dicho grupo indicador es un fluoréforo.

40.- Un procedimiento segun la reivindicacion 39, en el que dicho oligonucle6tido modificado comprende ademas un
extintor unido.

41.- Un procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que dicho oligonucleétido modificado comprende ademas un
ligante del surco menor unido.

42.- Un procedimiento para la extensién de cebadores, comprendiendo el procedimiento incubar un polinucleétido
que contiene una secuencia diana con uno o mas cebadores oligonucleotidicos complementarios con la secuencia
diana, en presencia de una enzima polimerizante y sustratos de nucleétidos bajo condiciones favorables para la
polimerizacion, en el que al menos uno de los cebadores oligonucleotidicos contiene una base seleccionada a partir
del grupo que consiste en una pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida, una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida en
lugar de una base de purina y al menos una base que consiste en una base de pirimidina 5-sustituida, como se
define en la reivindicacion 1, en lugar de una base de pirimidina, en el que dicha al menos una base de pirimidina 5-
sustituida tiene una una férmula que consiste en:
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y dicha al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida que consiste en:
x2 R!
N -

s

A
| N
N
|

b

en la que

cada uno de los grupos X', X y x? es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en H,
OH, NHz y un grupo amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R* y R* es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en
heteroalquilo(C1-C12), heteroalquenilo(C;-Ci2), heteroalquinilo(C2-C12), -O-(alquilo C1-C12), -O-(alquenilo C»-Ci2), -O-
(alquinilo C2-C12), -S-(alquilo C;i-Ci2), -S-(alquenilo Cz-Ci2), -S-(alquinilo C2-Ci2), heterociclil(alquilo C;-Ci2),
heterociclil(alquenilo C»-C12), heterociclil(alquinilo C2-C12), aril(alquilo C1-C12), aril(alquenilo C»-Ci2), aril(alquinilo C»-
C12), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH; y las formas protegidas de los mismos.

43.- Un procedimiento segun la reivindicacion 42, en el que uno de dichos cebadores oligonucleotidicos se extiende
con una sola base.

44.- Un procedimiento segln la reivindicacion 42, en el que al menos uno de dichos cebadores oligonucleotidicos
comprende ademas un ligante del surco menor unido.

45.- Un procedimiento segun la reivindicacion 42, en el que dicha incubacion es parte de una reaccion de
amplificacion.

46.- Un procedimiento segun la reivindicacion 45, en el que dicha reaccion de amplificacion es una reaccion en
cadena de polimerasa.

47.- Un procedimiento segun la reivindicacion 42, en el que dicho oligonucleétido modificado comprende ademas un
ligante del surco menor unido de modo covalente.

48.- Un procedimiento para determinar la secuencia de nucledtidos de un polinucleétido, comprendiendo el
procedimiento:

(a) incubar el polinucledtido con una matriz de oligonucleétidos modificados bajo condiciones de hibridacion; y
(b) determinar a cual de los oligonucleétidos modificados en la matriz hibrida el polinucleétido;

en el que una pluralidad de los oligonucleétidos modificados comprende al menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-
sustituida en lugar de una base de purina y al menos una base de pirimidina 5-sustituida en lugar de una base de
pirimidina; en el que dicha al menos una base de pirimidina 5-sustituida tiene una férmula que consiste en:

x2 R!
N= N
| N
x1"'[°°N 'i*
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en la que

cada uno de los grupos xt, x? y X3 es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en H,
OH, NH y un grupo amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R y R* es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en
heteroalquilo(C:-C12), heteroalquenilo(C,-Ci2), heteroalquinilo(C,-Ci2), -O-(alquilo C1-Cy2), -O-(alquenilo C2-Cs5), -O-
(alquinilo  C»-C12), -S-(alquilo C;i-C12), -S-(alquenilo C3-Ci2), -S-(alquinilo C»-Ci2), heterociclil(alquilo C;-Ciy),
heterociclil(alquenilo C>-C12), heterociclil(alquinilo C,-Cs1»), aril(alquilo C1-C12), aril(alquenilo C2-C12), aril(alquinilo C»-
C12), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH; y las formas protegidas de los mismos.

49.- Un procedimiento segun la reivindicacion 48, en el que dicha matriz comprende de 10 a 100.000
oligonucledtidos modificados diferentes

50.- Un procedimiento segun la reivindicacion 49, en el que dicha matriz comprende de 10 a 1000 oligonucledtidos
modificados diferentes.

51.- Un procedimiento para determinar la secuencia de nucleétidos de una secuencia diana en un polinucleétido,
comprendiendo el procedimiento:

(&) poner en contacto un polinucleétido que comprende la secuencia diana con al menos dos oligonucle6tidos
de secuencia conocida, en el que dos o mas restos purina de los oligonucle6tidos estan reemplazados por
al menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida y una base de pirimidina 5-sustituida en lugar de una
base de pirimidina, en la que dicha al menos una base de pirimidina 5-sustituida tiene una féormula que
consiste en:

y dicha al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida que consiste en:

Xz R‘
N BN
| N
\.‘. [
x“"[‘N |

en la que

cada uno de los grupos xt, X2 y X3 es un miembro seleccionado independientemente del grupo que
consiste en H, OH, NHz y un gruPo amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R™ y R* es un miembro seleccionado independientemente del grupo que
consiste en heteroalquilo(C1-C12), heteroalquenilo(C»-Ci12), heteroalquinilo(C»-Ci2), -O-(alquilo C1-Ci2), -O-
(alquenilo C2-C1z), -O-(alquinilo C2-C12), -S-(alquilo C1-Ci2), -S-(alquenilo C,-Ci2), -S-(alquinilo C»-Ci»),
heterociclil(alquilo C1-C12), heterociclil(alquenilo C»-C12), heterociclil(alquinilo C»-Cs1), aril(alquilo C1-Ci2),
aril(alquenilo C,-Ci2), aril(alquinilo C,-Ci,), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH, y las formas
protegidas de los mismos y en el que uno de dichos al menos dos oligonucleétidos tiene una secuencia que
es perfectamente complementaria con la secuencia diana y al menos otro de los oligonucleétido tiene una
secuencia diana relacionada, e incubar cada uno de los oligonucledtidos con el polinucleétido bajo
condiciones de hibridacion; y

(b) determinar el grado de hibridacién entre cada uno de los oligonucleétidos y el polinucleétido.

52.- Un procedimiento segun la reivindicacion 51, en el que al menos uno de dichos oligonucle6tidos modificados
comprende ademas un grupo indicador.
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53.- Un procedimiento segun la reivindicacion 51, en el que al menos uno de dichos oligonucleétidos modificados
comprende ademas un ligante del surco menor.

54.- Un procedimiento segun la reivindicacion 51, en el que al menos uno de dichos oligonucleétidos modificados
comprende ademas un ligante del surco menor y un grupo indicador.

55.- Un procedimiento para estudiar la expresion génica en una célula, comprendiendo el procedimiento:

(a) incubar una poblacion de polinuclettidos representativa de los genes expresados en la célula con una
matriz de oligonucleétidos que comprende una pluralidad de oligonucleétidos modificados de diferentes
secuencias bajo condiciones de hibridacion; y

(b) determinar cudles son los oligonucleétidos modificados en la matriz que se hibridan con los
polinucleétidos;

en el que dichos oligonucleétidos modificados comprenden al menos una pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida en
lugar de una purina y al menos una base de pirimidina 5-sustituida en lugar de una base de pirimidina, en el cual
dicha al menos una base de pirimidina 5-sustituida tiene una férmula que consiste en:

x.’]

y dicha al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida que consiste en:

x2 R!
N..l’"

s

R
I °N
N
|

R

en la que

cada uno de los grupos xt, X2 y X3 es un miembro seleccionado independientemente del grupo que
consiste en H, OH, NHz y un gruPO amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R™ y R* es un miembro seleccionado independientemente del grupo que
consiste en heteroalquilo(C1-C12), heteroalquenilo(C»-Ci12), heteroalquinilo(C2-Ci2), -O-(alquilo C1-Ci2), -O-
(alquenilo C2-C1z), -O-(alquinilo C2-C12), -S-(alquilo C1-Ci2), -S-(alquenilo C2-Ci2), -S-(alquinilo C»-Ci»),
heterociclil(alquilo C1-C12), heterociclil(alquenilo C»-C12), heterociclil(alquinilo C»-Cs1), aril(alquilo C1-Ci2),
aril(alquenilo C,-Ci»), aril(alquinilo C,-Ci,), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH. y las formas
protegidas de los mismos .

56.- Un procedimiento para identificar una mutacién en una secuencia diana de un gen de interés, comprendiendo el
procedimiento:

(a8) incubar un polinucleétido que comprende la secuencia diana con una matriz de oligonucleétidos de
diferentes secuencias, en el que las diferentes secuencias incluyen la secuencia diana de tipo salvaje y
diferentes secuencias diana mutantes, bajo condiciones de hibridacién; y

(b) determinar cuales son los oligonucledétidos en la matriz que se hibridan con el polinucledtido;
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en el que dos o mas restos purina en cada uno de los oligonucleétidos estan reemplazados por al menos una
pirazolo[3,4-d]pirimidina 3-sustituida y una base de pirimidina es reemplazada con una base de pirimidina 5-
sustituida, en el que dicha al menos una base de pirimidina 5-sustituida tiene una formula que consiste en:

y dicha al menos una base de pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida que consiste en:

x2 R!
N..l’"

s

)
[ N
N
|

R

en la que

cada uno de los grupos xt, x? y X es un miembro seleccionado independientemente del grupo que
consiste en H, OH, NHz y un gruPo amino protegido; y

cada uno de dichos grupos R y R* es un miembro seleccionado independientemente del grupo que
consiste en heteroalquilo(C1-C12), heteroalquenilo(C2-Ci12), heteroalquinilo(C»-Ci2), -O-(alquilo C1-Ci2), -O-
(alquenilo C3-C1z), -O-(alquinilo C»>-C1z), -S-(alquilo C1-Ci2), -S-(alquenilo C,-Ci2), -S-(alquinilo C»-Ci»),
heterociclil(alquilo C1-C12), heterociclil(alquenilo C»-C12), heterociclil(alquinilo C>-Cs1), aril(alquilo C1-Ci2),
aril(alquenilo C,-C1»), aril(alquinilo C»-Ciy), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH, y las formas
protegidas de los mismos.

57.- El uso de la reivindicacién 13, en el que Y' e Y? es un grupo fosforamidita.

58.- El uso de la reivindicacion 57, en el queel otro de Y* e Y? es un grupo hidroxi protegido.

59.- El uso de la reivindicacion 58, en el que el grupo hidroxi protegido es un grupo 4,4’-dimetoxitritiloxi.

60.- El uso de la reivindicacion 57, en el que el grupo fosforamidita es -O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita

61.- el uso compuesto de la reivindicacion 59, en el que el grupo fosforamidita es -O-(2-cianoetil)-N,N-
diisopropilfosforamidita

62.- El uso de la reivindicaciéon 57, en el cual B es
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63.- El uso de la reivindicacion 62, en el cual el grupo fosforamidita es -O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita

64.- El uso de la reivindicacion 57, en el que B es

x11
N* |

A

O

R11

N
|

e

65.- El uso de la reivindicacion 64, en el que el grupo fosforamidita es -O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita

66.- El uso de la reivindicacion 57, en el que B es

y X' es un grupo amino protegido

67.- El uso de la reivindicacion 66, en el cual el otro de Y' e Y? es un grupo hidroxi protegido.

68.- El uso de la reivindicacion 67 en el cual el grupo fosforamida es -O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita.
69.- El uso de la reivindicacion 68 en el cual el otro de Y* e Y? es un grupo 4,4’-dimetoxitritilo.

70.- El uso de la reivindicacion 67, en el que uno o ambos de los grupos amino protegidos comprenden un

grupo protector de analogo de benzoilo.

71.-El uso de la reivindicacion 57 en el que Z* es hidrégeno, Y es OH e Y? es OH.

72.-El uso de la reivindicacion 57 en el que z* y Z? estan combinados para formar un anillo de cinco a siete
miembros.

73.- Una composicion que tiene una pluralidad de oligonucledtidos, comprendiendo dicha composicion

un primer oligonucledtido con una primera secuencia que tiene al menos un al menos una pirazolo[3,4-
d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida en lugar de una purina y al menos una base de pirimidina 5-
sustituida en lugar de una base de pirimidina y en la que

la purina esta reemplazada con una pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida o 3-sustituida y la pirimidina esta

reemplazada con pirimidina 5-sustituida en la que al menos una base de pirimidina 5-sustituida tiene una
férmula que cosiste en:
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en la que

cada uno de los grupos xt, x? y X3 es un miembro seleccionado independientemente del grupo que consiste en H,
OH, NHz y un grupo amino protegido; y cada uno de dichos grupos R y R* es un miembro seleccionado
independientemente del grupo que consiste en heteroalquilo(C1-C12), heteroalquenilo(C2-C12), heteroalquinilo(Co-
C12), -O-(alquilo C;-C12), -O-(alquenilo C,-Cyz), -O-(alquinilo C,-Ci2), -S-(alquilo C31-Ciz), -S-(alquenilo C,-Ci2), -S-
(alquinilo C,-C12), heterociclil(alquilo C1-C12), heterociclil(alquenilo C»-Ci2), heterociclil(alquinilo C,-Ci2), aril(alquilo
C1-Cqp), aril(alquenilo C»-Ci2), aril(alquinilo C»-Ciz), arilo, heterociclilo, halégeno, -CN, -CONH, y las formas
protegidas de los mismos y una primera Tny; Yy un segundo oligonucledtido con una segunda secuencia y una
segunda T, en la que dicha primera T, y dicha segunda Ty, son iguales.

74.- Una composicion de la reivindicacién 73, en la cual dicha primera Tr, es t4 dentro de en aproximadamente 5°C
de dicha segunda Tn.

75.- La composicién de la reivindicacion 73, en la cual dicho primer oligonucledétido es t4 dentro de aproximadamente
+2 bases de dicho segundo oligonucleétido.

76.- La composicion de la reivindicacion 73, en la cual dicha al menos una base modificada en dicha primera
secuencia es un miembro seleccionado en el grupo que consiste en una base unida a un aminoacido, una base de
acido nucleico bloqueado y una base universal.

77.- La composicién de la reivindicacion 77, en la que dicha segunda secuencia tiene al menos una base modificada.

78.- La composicién de la reivindicacion 73, en la que dicha al menos una base modificada en dicha segunda
secuencia es un miembro seleccionado en el grupo que consiste en una base unida a un aminoacido, una base de
acido nucleico bloqueado y una base universal.

79.- La composicién de la reivindicacion 77, en la que dicha al menos una base modificada en dicha segunda
secuencia es un miembro seleccionado en el grupo que consiste en PPA, PPG, PPPA, PPPG, PU, PC, HOPU,
HOBuU, HOBUC, (NH),PPPA, (NH,),PPPAOH, (NH2).BuPPAQOH, (NH).PPAl y HOBUPPG.

80.- La composicién de la reivindicacion 73, en la cual dicha primera secuencia tiene un MGB unido a la misma.
81.- La composicién de la reivindicacion 73, en la cual dicha segunda secuencia tiene un MGB unido a la misma.

82.- La composicion de la reivindicacion 73, en la cual almenos una base modificada en dicha primera secuencia
reduce la estabilidad de dicho primer oligonucledtido.

83.- La composicion de la reivindicacion 73, en la cual almenos una base modificada en dicha primera secuencia
aumenta la estabilidad de dicho primer oligonucleétido.

84.- La composicién de la reivindicacién 73, en la cual dicho primer oligonucleétido y dicho segundo oligonucleétido
se distribuyen en matriz sobre una superficie.
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85.- La composicion de la reivindicacion 84, en la que dicha matriz comprende un soporte sélido y una pluralidad de
oligonucleétidos unidos, en la que dicha pluralidad de oligonucleétidos contiene al menos una base modificada
seleccionada en el grupo que consisten en pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituidas, pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-
sustituida y pirimidinas 5-sustituidas.

86.- La composicion de la reivindicacion 84, en la que dicha matriz comprende un soporte sélido y una pluralidad de
oligonucledtidos unidos, en la que dicha pluralidad de oligonucleétidos contiene al menos una base modificada
seleccionada en el grupo que consisten en pirazolo[3,4-d]pirimidinas 3-sustituida y pirimidinas 5-sustituidas.

87.- La composicion de la reivindicacién 84, en la que dicha matriz comprende aproximadamente 10 a
aproximadamente 10.000 oligonucleétidos unidos, teniendo cada uno unas T, dentro de en aproximadamente 2 °C
entre si, y unas longitudes de pares de bases diferentes en aproximadamente 2 bases entre si.

88.- Un procedimiento para disefiar un oligonucleétido modificado que tiene una T, estable, comprendiendo dicho
procedimiento :

(&) proporcionar un oligonucleétido con una secuencia conocida que tiene n bases y una Tr, conocida; y

(b) disefar oligonucleétidos modificados que tienen al menos una base purina modificada y al menos una base
de pirimidina, en la que la purina es reemplazada por una pirazolo[3,4-d]pirimidinas no sustituida o 3-
sustituida como se define en la reivindicacion 1, y la pirimidina es reemplazada por pirimidina 5-sustituida,
como se define en la reivindicacion 1, usando la contribucion termodindmica dependiente de la secuencia
de dicha al menos una base modificada, en la que dicho oligonucle6tido modificado tiene menos n bases y
tiene una T, que es igual que dicha T, implementada en un sistema informatico.

89.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que la contribucion termodinamica de dicho oligonucleétido
modificado que tiene al menos una base modificada se determina usando los parametros de los vecinos mas
préximos.

90.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el cual dicho oligonucleétido es derivado del GenBank.

91.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que dicha al menos una base modificada es un miembro
seleccionado en el grupo que consiste en una base unida a un aminoacido, una base de acido nucleico bloqueado y
una base universal.

92.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que dicho oligonucleétido modificado tiene un ligante del surco
menor (MGB) unido al mismo.

93.- El procedimiento de la reivindicacién 92, en el que el MGB esta unido al oligonucle6tido modificado por una
molécula extintor.

94.- El procedimiento de la reivindicacion 92, que comprende ademas:

determinar:

i) la contribucion termodinamica dependiente de la secuencia del MGB unido a dicho oligonucleétido,
y

i) la contribucion termodindmica dependiente de la secuencia de dicho oligonucleétido; y en el que el

disefio del conjugado oligonucledtido-MGB se realiza con la ayuda de las contribuciones
termodinamicas determinadas de dicho MGB y dicho oligonucledétido.

95. El procedimiento de la reivindicacién 94, en el que la contribucion termodinamica de dicho MGB unido a dicho
oligonucledtido es determinada comparando la estabilidad de los diplex de un primer duplex de dicho
oligonucledtido con la estabilidad de un segundo diplex de dicho oligonucleétido con un MGB unido.

96.- El procedimiento de la reivindicacion 94, en el que dicha T, conocida de dicho oligonuclettido es determinada
de manera empirica.

97.- El procedimiento de la reivindicacion 94, en el que dicha T, conocida de dicho oligonucle6tido es determinada
usando los parametros de los vecinos mas proximos.

98.- El procedimiento de la reivindicacidon 94, en el que dicha secuencia conocida que tiene n bases contribuye a
dicha T conocida.

99.- El procedimiento de la reivindicacion 94, en el que dicha Tr, de dicho conjugado oligonucleétido-MGB es distinta
en aproximadamente 5°C de dicha T, conocida.
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100. El procedimiento de la reivindicacion 94, que comprende ademas, repetir la etapa de disefio para generar una
pluralidad de conjugados oligonucleétido-MGB diferentes, teniendo cada uno una T, que es igual a dicha Tm
conocida.

101.- El procedimiento de la reivindicacion 100, en el que cada uno de dicha pluralidad de conjugados
oligonucledtido-MGB diferentes son diferentes en aproximadamente 1-2 bases entre si.

102.- El procedimiento de la reivindicacién 100 en el que dicha pluralidad de conjugados oligonucle6tido-MGB
diferentes estan inmovilizados en un sustrato.

103.- El procedimiento de la reivindicacion 100 en el que dicha pluralidad de conjugados oligonucleétido-MGB
diferentes estan sintetizados en un sustrato.

104.- El procedimiento de la reivindicacion 102 en el que dicho sustrato es un miembro seleccionado en el grupo que
consiste en un vidrio, poliestireno, nailon, nitrocelulosa, vidrio, obleas de silicio, fibras dpticas y plastico.

105.- El procedimiento de la reivindicacién 92, en el que dicho MGB tiene una férmula seleccionada en el grupo que
consiste en:

o) ¥ o
b = . R® RP
RW“)\N/R ’ f wﬂa y m )/R"'
m O N r N~ N/
CH;

CH; O

en las que

el subindice m es un nimero entero de 2 a 5;

el subindice r es un nimero entero de 2 a 10;

y cada R%y R® son independientemente un grupo conector con dicho oligonucleétido modificado, H, -OR®, -NR°RY, -
COOR® 0 -CONR°R? , en los que cada R°y RY se seleccionan de H, heteroalquilo(C1-C12), heteroalquenilo(C,-Ci2),
heteroalquinilo(C2-C12), alquilo(C1-C12), alquenilo(C,-Ci2), alquinilo(C2-C12), aril(alquilo C1-Ci2), vy arilo.

106. El procedimiento de la reivindicacion 92, en el que dicho MGB esta unido al extremo 3’ de dicho oligonucleétido
modificado.

107. El procedimiento de la reivindicacion 92, en el que dicho MGB esta unido al extremo 5’ de dicho oligonucledtido
modificado.

108. El procedimiento de la reivindicacion 92, en el que dicho MGB esta unido a otro distinto del extremo 3’ o el
extremo 5’ de dicho oligonucleétido modificado.

109.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que la dicha al menos una base modificada reduce la estabilidad
de dicho oligonuclettido modificado.

110.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que la dicha al menos una base modificada aumenta la
estabilidad de dicho oligonucleétido modificado.

111.- El procedimiento de la reivindicacion 88, que comprende ademas, repetir la etapa (b) para generar una
pluralidad de oligonucleétidos modificados diferentes, cada uno con una T, que es igual a dicha T, conocida.

112.- El procedimiento de la reivindicacion 111, en el que dicha pluralidad de oligonucle6tido modificados diferentes
que tienen cada uno una Ty que es igual a dicha Ty conocida tiene al menos un oligonucledtido sin una base
modificada.

113.- El procedimiento de la reivindicacion 111, en el que dicha pluralidad de oligonucleétidos modificados diferentes
tienen conjugados MGB unidos a los mismos.

114.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que dicha pluralidad de oligonucledtidos diferentes estan
inmovilizados en un sustrato.

115.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que el disefio de dicho oligonucleétido modificado comprende
ademas usar la contribucién termodinamica dependiente de la secuencia de las bases naturales en dicho
oligonucleétido modificado.

67



ES 2391213713

116.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que dicho oligonucleétido y dicho oligonucleétido modificado
tienen propiedades de hibridacion similares.

117.- El procedimiento de la reivindicacion 88, en el que el oligonucleétido tiene uno o mas de un fluoréforo y una
molécula extintor unidos al mismo.
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