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DESCRIPCION
Complejos colorantes de transferencia de energia controlados por la distancia

La presente invencion se refiere al uso de al menos dos fluor6foros distintos entre si para la formacién de un par de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (par FRET) segun el preambulo de la reivindicacion 1.

Ademas, la presente invencién se refiere a un complejo de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(complejo FRET), que presenta al menos un primer fluoréforo (A) como fluoréforo donador y al menos un segundo
fluoréforo (B) como fluoréforo aceptor asi como un resto organico especial, que se une a los fluoréforos (A) y (B).

Ademas, la presente invencion se refiere al uso segun la invencién del complejo FRET segun la invencién para
distintos fines, particularmente para la deteccion de un acontecimiento en una muestra o para la interaccién con una
molécula diana o una estructura diana y/o para la deteccion o identificacién o para la verificacién de una molécula
diana o una estructura diana.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso del complejo FRET segun la invenciéon para otros fines de
aplicacién, por ejemplo como colorante, particularmente colorante de fluorescencia, o como respectivamente en
biosensores 0 como respectivamente en (bio)sondas, particularmente sondas FRET.

Ciertos complejos organometalicos de las tierras raras, particularmente sus [B-dicetonatos y sus carboxilatos
aromaticos, han encontrado ya aplicaciones en distintos campos, en los que es ventajoso su mecanismo de
luminiscencia Unico (denominado “efecto antena” o en inglés “antenna effect’), por ejemplo en biosensores.

La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET)
representa un procedimiento fisico conocido en el estado de la técnica, en el que generalmente puede transmitirse
energia de un colorante de fluorescencia excitado que se denomina de manera sindénima también donador o
fluoréforo donador, a un segundo colorante de fluorescencia que se denomina de manera sinénima también aceptor
o fluoréforo aceptor o inhibidor. La intensidad de la transferencia de energia o de FRET depende, a este respecto,
particularmente de la distancia de los dos fluoréforos uno con respecto a otro. El principio basico de FRET puede
observarse en que entre dos colorantes que estan capacitados para la fluorescencia puede transmitirse la energia
de un fluoréforo donador excitado a un fluoréforo aceptor, no realizdndose esta transmision de energia en forma de
fluorescencia, sino sin radiacion, por ejemplo a través de interacciones dipolo/dipolo, al aceptor fluorescente.

Para facilitar una transmision de energia sin radiacién de este tipo al aceptor por medio des FRET, deben cumplirse
diversos criterios. Por un lado, el espectro de emision del donador deberia solaparse con el espectro de absorcidn
del aceptor. Por otro lado, el donador por una parte y el aceptor por otra parte deberian presentar niveles de
vibracion electrénicos paralelos, y finalmente el donador y el aceptor deberian estar distanciados entre si sélo uno o
algunos nanoémetros, dado que la intensidad de la sefal de FRET disminuye con la sexta potencia de la distancia de
los dos fluor6foros uno con respecto a otro. Dado que la intensidad de FRET depende, entre otras cosas, de la
separacion de los dos fluoréforos, se ha establecido el uso de FRET en cierto modo como medida nanométrica
Optica particularmente en bioquimica y biologia celular, pudiéndose detectar en este contexto particularmente una
prueba de interacciones de proteina/proteina, proteina/acido nucleico y acido nucleico/acido nucleico asi como
modificaciones de la estructura espaciales, tales como modificaciones de la conformacion de biomoléculas. En este
contexto puede realizarse basandose en el fenémeno de FRET también una verificacion de una interaccién, homo y
heterodimerizacion u oligomerizacién de proteinas. También es posible la medicion de modificaciones de la
conformacion de proteinas cuando el fluoréforo donador y aceptor estan acoplados a la misma molécula. Igualmente
se usa el principio de FRET en biologia molecular en la cuantificacién de acidos nucleicos con ayuda de PCR en
tiempo real (Realtime-Polymerase Chain Reaction) mediante el uso de sondas especiales en la practica.

En este contexto existe una posibilidad de uso de FRET para la cuantificacién de acidos nucleicos en el uso de las
denominadas sondas LightCycIer® que representan sondas de hidrdlisis especiales, usandose como sondas para la
cuantificacion de productos de PCR distintos oligonucleétidos marcados respectivamente con un donador o aceptor
que se unen uno al lado de otro a la secuencia diana de una molécula de &cido nucleico y con ello se llevan el
donador y el aceptor a una proximidad suficiente para la FRET.

Otra posibilidad usada con frecuencia de FRET consisten en la aplicacion de las denominadas sondas TaqMan® que
representan sondas de hidrdlisis especiales, estando marcada la sonda en un extremo con un aceptor o inhibidor y
en su otro extremo con un colorante de fluorescencia donador o indicador. La fluorescencia del fluoréforo donador se
suprime con sondas de hidrdlisis intactas por el inhibidor mediante transferencia de energia sin radiacion (FRET).
Durante un ciclo de PCR, la sonda hibrida con la cadena de ADN complementaria, permaneciendo suprimida
inicialmente la fluorescencia del donador. La Tag-polimerasa suprime el extremo 5’ de la sonda durante los ciclos de
PCR. La fluorescencia del donador ya no se extingue ahora por el inhibidor y puede medirse.

Otra posibilidad de la cuantificaciéon en tiempo real de productos de PCR con el uso de FRET ofrece el uso de las
denominadas balizas moleculares como sondas. Las balizas moleculares son oligonucleétidos que estan acoplados
tanto con un donador como con un inhibidor o aceptor. Los nucleétidos en el extremo 5 de la sonda son
complementarios a los nucleétidos en el extremo 3’, de modo que puede formarse una estructura secundaria a modo
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de bucle caracteristica para balizas moleculares. En este estado denominado Stem Loop (horquilla), el donador no
muestra ninguna fluorescencia mediante su baja distancia con respecto al aceptor. Mediante la adicion de la region
de bucle a una secuencia de ADN complementaria durante un ciclo de PCR se amplia la distancia entre el donador y
el aceptor, de modo que puede observarse una fluorescencia de donador.

La estructura y el principio de funcionamiento de las balizas moleculares se describen detalladamente por Tyagi y
Kramen (1996): “Molecular beacons: probes that fluoresce upon hybridization” en Nature Biotechnology 14, 303-308.
Igualmente son el objeto de la patente estadounidense 5.925.517, que se toma como referencia completamente por
el presente documento para fines de revelacién con respecto a la estructura y funcionamiento de balizas
moleculares.

Como par fluoréforo/inhibidor se conoce el acido 5’-(2-aminoetil)-aminonaftalen-1-sulfonico (EDANS) en el extremo
5’ y como inhibidor el acido 4-(4’-dimetilamino)fenilazobenzoico (DABCYL) en el extremo 3. Igualmente es adecuado
también el uso de DABCYL en combinaciéon con fluoresceina en el extremo 5’ (G. Leone, von Schijndel H., van
Gemen B., Kramen R. F. y Schén D. (1998) “Molecular Beacon Probes Combined with Amplification by NASBA
Enable Homogeneous Real-time Detection of RNA” en: Nucleic Acids Research 26, 9, 2150-2155).

Dado que las balizas moleculares, debido a la extincion originada mediante FRET, en consecuencia no emiten o
apenas emiten una radiacién de fluorescencia u originan un desplazamiento espectral con el uso de dos fluor6foros
y con ello alejan la sefal de la zona de medicidén cuando la secuencia de muestra no se encuentra hibridada con la
secuencia diana, han dado buen resultado las balizas moleculares en el pasado reciente especialmente como
sondas en sistemas de verificacion, en los que no es posible 0 no es deseable el lavado de sondas en exceso. Esto
se aplica particularmente en la PCR en tiempo real o en la deteccién de acidos nucleicos en células vivas (Liu X.,
Farmerie W., Schuster S., Tan W. (2000): “Molecular beacons for DNA Biosensors with a Micrometer to
Submicrometer Dimension” en: Analytical Biochemistry 283, 56-63).

Precisamente en sistemas bioldgicos complejos, tales como las células vivas, ha resultado sin embargo la
fluorescencia inespecifica por ejemplo de componentes celulares como fuente de errores sistematica esencial que
reduce claramente en general el valor informativo y la especificidad de los propios procedimientos de verificacion
con las balizas moleculares conocidas o sondas FRET. Asi muestran, por ejemplo, la hemoglobina o hidrocarburos
aromaticos en la excitacién con luz UV, una fluorescencia inespecifica que se hace notar negativamente como
radiacion de fondo. Por consiguiente, la verdadera sefal de medicion se solapa. Esta radiacién de fondo se
denomina también autofluorescencia del entorno de la muestra o del medio de la muestra.

En el contexto del procedimiento FRET, particularmente en cuanto a su aplicacion en biologia molecular, existe por
consiguiente una gran necesidad de elevar la capacidad de rendimiento para las respectivas sondas FRET. A este
respecto no sélo la eleccion concreta y coordinacion de los colorantes usados proporciona un gran significado, sino
también la formacién de la sonda en vista de la separacion espacial de los colorantes uno con respecto a otro.
Entonces, tal como se mencioné anteriormente, el fenémeno de FRET tiene lugar sélo en separaciones muy
pequerias entre el donador y el aceptor y se reduce con la sexta potencia de la distancia de los colorantes o
fluoréforos. Particularmente en vista de lo anterior no siempre ha dado buen resultado en el alcance total hasta
ahora en el estado de la técnica proporcionar sondas eficaces, particularmente balizas moleculares. Entonces, las
sondas del estado de la técnica no siempre presentan un espectro de emision éptimo, particularmente en cuanto a la
diferenciacion del espectro de emision en comparacién con la autofluorescencia de una muestra de medicién o de
un medio de la muestra. Ademas, los tiempos de emision no son con frecuencia 6ptimos en el sentido de que éstos
por regla general disminuyen ya tras algunos nanosegundos tras realizar la excitacion, de modo que en el contexto
de una mediciébn con resolucion temporal debe realizarse el registro de la emision de la sonda FRET
simultaneamente con respecto a la sefal de excitacion, lo que es desfavorable con respecto al registro y a la
evaluacion de la sefial. Ademas, no existe siempre un FRET éptimo en las sondas FRET conocidas en el estado de
la técnica, de modo que no siempre es 6ptima la extincién del donador.

La patente alemana DE 102 59 677 B4 en la que se basa la propia parte solicitante se refiere a un procedimiento
para la identificacion y cuantificacion de microorganismos en una muestra, en el que tras el aislamiento de los
microorganismos y la transferencia de los microorganismos aislados a un recipiente para PCR se realiza una
amplificacion del &cido nucleico diana y se realiza una verificacion del acido nucleico diana por medio de una sonda
especial con al menos dos sondas que forman un par FRET. La sonda FRET usada no emite una senal perceptible
hasta |a hibridacion de la sonda con el nucleétido diana, que presenta una duracién prolongada en comparacién con
la emision de fluorescencia del entorno de la muestra, de modo que puede diferenciarse la sefial de medicion de la
autofluorescencia del entorno de la muestra mediante una medicion de la fluorescencia con resoluciéon temporal. En
este contexto, con respecto a la sonda FRET usada se coloca preferentemente en un par FRET especial basado en
Euttaphen y Cy5. Una combinacién de este tipo de colorantes de fluorescencia si bien presenta en comparacion con
el estado de la técnica una clara mejora con respecto al comportamiento de emisién, sin embargo las propiedades
correspondientes a esto no son siempre 6ptimas. Particularmente, en el caso de las sondas descritas en la patente
alemana se trata de un denominado ensayo de coloracion que facilita informaciéon sélo en extension limitada,
particularmente con respecto a la separacion de los correspondientes colorantes de fluorescencia uno con respecto
a otro.
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El documento US 5 118 349 A se refiere a fibras de seguridad y fibras textiles que presentan al menos un producto
de marcacion. El producto de marcacion contiene quelatos de las tierras raras o sustratos a base de quelatos de las
tierras raras, en el que el ion presente en los quelatos de las tierras raras se selecciona de dos tierras raras distintas
entre si. Una transferencia de energia que se realiza entre las dos tierras raras provoca una modificacion de la
longitud de onda de la fluorescencia de los quelatos, siempre que se expongan éstos a radiacién ultravioleta,
dependiendo la modificacion de la temperatura del quelato. El producto de marcacion se inserta en fibras o hilos por
medio de un procedimiento de tincion, en el que las fibras o los hilos estan descoloridos con radiacion con luz solar o
luz artificial y con la radiacion UV pueden modificar su longitud de onda de fluorescencia dependiendo de la
temperatura.

En vista de lo anterior, el objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar un complejo FRET que sea
adecuado para las aplicaciones mencionadas anteriormente y particularmente que evite al menos parcialmente o sin
embargo al menos atenue los inconvenientes del estado de la técnica.

Particularmente, un objetivo de la presente invencién consiste en proporcionar un complejo FRET que sea adecuado
por ejemplo para procedimientos analiticos de biologia molecular para la verificacién cualitativa y cuantitativa de
moléculas diana, tales como moléculas de acido nucleico, por ejemplo en el contexto de una PCR en tiempo real, asi
como para la verificacibn de modificaciones de estructura por ejemplo en proteinas. A este respecto debe
proporcionarse particularmente un complejo FRET con un comportamiento de emisién mejorado, particularmente
con respecto a la duracion de emisién y la anchura de las bandas de emision, debiéndose facilitar particularmente
una mejor diferenciabilidad o discriminacién en comparacion con la autofluorescencia de una muestra. Ademas debe
facilitarse informacion cualitativa mejorada basandose en el complejo FRET segun la invencién con respecto a la
separacion de los complejos de colorante y por consiguiente con respecto a la interaccion con la molécula diana o la
estructura diana.

Para resolver el planteamiento descrito anteriormente, la presente invencion propone (segin un primer aspecto de la
presente invencion) el uso de al menos dos fluoréforos distintos entre si para la formacion de un par de transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia (par FRET) segun la reivindicacion 1. Otras configuraciones ventajosas
del uso segun la invencién son objeto de las reivindicaciones dependientes correspondientes a esto.

Otro objeto de la presente invencidén (segun un segundo aspecto de la presente invencién) es el complejo de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (complejo FRET) segun la invencion segun la
reivindicacién 9.

Otro objeto de la presente invencion (segln un tercer aspecto de la presente invencién) es el uso segln la invencion
del complejo FRET segun la invencién para la deteccién de un acontecimiento en una muestra segun la
reivindicacion 10.

Por otra parte, otro objeto de la presente invencion (segin un cuarto aspecto de la presente invencion) es el uso
segun la invencion del complejo FRET segun la invencién para la interacciéon con una molécula diana o una
estructura diana segun la reivindicacién 11.

Ademas es otro objeto de la presente invencién (segin un quinto aspecto de la presente invencién) el uso segun la
invencion del complejo FRET segun la invencién como colorante para fines de marcacion o similares segun la
reivindicacién 12.

Adicionalmente es otro objeto de la presente invencién (segin un sexto aspecto de la presente invencién) el uso
segun la invencion del complejo FRET segun la invencidon en o como biosensores o sin embargo en o como
(bio)sondas, particularmente sondas FRET, segun la reivindicacion 13.

Se sobreentiende que las configuraciones, formas de realizacién, ventajas y similares que se mencionan a
continuacion sélo para un aspecto de la invencién con el fin de evitar repeticiones, l6gicamente son validas
correspondientemente también con respecto a los demas aspectos de la invencion.

La parte solicitante ha descubierto ahora de manera sorprendente que el problema descrito anteriormente puede
solucionarse debido a que se usa al menos dos fluor6foros especiales, distintos entre si, tal como se definen a
continuacion, para la formacion de un par de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (denominado
de manera sinbnima también par FRET). El par FRET presenta a este respecto un primer fluoréforo (A) como
fluoréforo donador y al menos un segundo fluor6foro (B) como fluordforo aceptor. El uso segun la invencién se
caracteriza porque el primer fluor6foro (A) y el segundo fluoréforo (B), independientemente entre si, estan formados
respectivamente a base de un complejo organometalico de elementos de las tierras raras. A este respecto se
seleccionan los fluordforos (A) y (B) en el contexto de la presente invencion de manera que éstos presentan
elementos distintos entre si de las tierras raras.

El par FRET formado en el contexto del uso segun la invencién es adecuado particularmente para su uso en el
contexto de procedimientos analiticos bioquimicos o de biologia molecular, por ejemplo para la deteccién de
moléculas dianas o estructuras dianas especificas, particularmente biomoléculas, tales como ADN, ARN, proteinas y
similares, en una muestra y por consiguiente en cierto modo como sonda FRET, pudiendo presentar en este caso el
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par FRET formado en el contexto del uso segun la invencién ademas secciones o componentes especificos que
pueden interaccionar con la molécula diana o la estructura diana. Ademas es adecuado el par FRET proporcionado
en el contexto de la presente invencion para el registro o la deteccion de modificaciones de conformacion en
moléculas, por ejemplo de proteinas o acidos nucleicos. También pueden examinarse procesos de escision y adicion
de biomoléculas con el par FRET proporcionado segun la invenciéon. Ademas es posible también un uso como
colorante.

En el contexto de la presente invencion se ha logrado a este respecto, mediante la eleccidén especifica de los
fluoréforos (A) y (B) con elementos respectivamente distintos entre si de las tierras raras asi como de la
configuracién del sistema FRET adicional especial y que se describe aun a continuacion, particularmente con
respecto a la disposicion espacial de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto a otro, proporcionar un sistema eficaz
o un complejo que sea adecuado en el contexto de un analisis FRET o estudio FRET en gran medida para su uso
particularmente en el analisis de biologia molecular o bioquimico para la deteccién o el descubrimiento asi como
para el andlisis de modificaciones espaciales de moléculas diana o estructuras diana especificas.

A este respecto los pares FRET proporcionados en el contexto de la presente invencion se caracterizan porque
presentan un espectro de emision definido con una banda de emision muy estrecha, lo que conduce a una
detectabilidad excelente, particularmente dado que el espectro de emision de los pares FRET proporcionados segun
la invencion se diferencia significativamente de la emision de fluorescencia inespecifica de un entorno de la muestra
y por consiguiente de la autofluorescencia, de modo que existe una discriminacién excelente de la sefial de medicidn
deseada en comparacion con la radiacién de fondo inespecifica.

Esta propiedad de los pares FRET o sondas FRET proporcionados segln la invencién y por consiguiente en cierto
modo de los complejos FRET que se describen adn a continuacién se mejora ain mas porque los pares FRET
proporcionados segun la invencion presentan una duracién de emisién muy larga, es decir los pares FRET o las
sondas FRET proporcionados segun la invencion emiten, tras realizar la excitacion mediante una sefal de excitacién
correspondientemente adecuada, una sefal de emision temporalmente prolongada, lo que mejora ademas la
detectabilidad. Asi, la duracion de la emision de sefal del par FRET proporcionado segun la invencion asciende a
varios milisegundos, mientras que por ejemplo la fluorescencia parasita indeseada a base de una autofluorescencia
del entorno de la muestra se atenda ya en el intervalo de nanosegundos (por ejemplo aproximadamente 200
nanosegundos) tras la finalizacion de una sefial de excitacién. De esto resulta una mejora adicional de la
diferenciabilidad o discriminacion de la sefial de medicién por un lado, con respecto a la sefial parasita por otro lado.

Otra ventaja decisiva del par FRET proporcionado segun la invencién puede observarse en que se trata segln esto,
debido a la eleccion especifica de los fluoréforos (A) y (B), que presentan elementos distintos entre si de las tierras
raras, de denominados ensayos de dos tinciones que pueden usarse para el analisis cualitativo y cuantitativo de
interacciones o modificaciones de estructura y similares. Asi, el sistema FRET proporcionado segun la invencion
puede producir luminiscencia roja con el uso de complejos especiales de terbio y europio para los fluoréforos (A) y
(B) con baja separacion de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto a otro y por consiguiente con transferencia de
energia maxima, mientras que con separacion grande de los fluoréforos existe una luminiscencia amarilla. En los
estados intermedios (0 sea con distancias medias de los fluor6foros), el par FRET proporcionado segun la invencién
o la sonda FRET proporcionada segun la invencién produce luminiscencia en el intervalo de color de color naranja, y
concretamente con una transicién de color correspondiente del rojo al amarillo, segun en cada caso la separacién de
los fluoréforos uno con respecto a otro. Esto es particularmente ventajoso también para el uso de los pares
proporcionados segun la invenciéon como colorantes.

En vista de lo anterior, el par FRET proporcionado en el contexto de la presente invencién o la sonda FRET y por
consiguiente el sistema FRET o el complejo FRET segun la invencion es adecuado particularmente para su uso en
el campo de la bioquimica o biologia molecular y de la biologia celular. Con respecto a esto, el par FRET
proporcionado segun la invencion es adecuado particularmente para la verificacion de interacciones de
proteina/proteina, proteina/acido nucleico y acido nucleico/acido nucleico asi como modificaciones de conformacion
y procesos de escision de o en biomoléculas, pudiéndose realizar debido a la configuracion especifica como ensayo
de dos tinciones incluso un andlisis cuantitativo de los acontecimientos respectivos. Particularmente, el sistema
FRET proporcionado segun la invencién es adecuado en el contexto de la cuantificacion de acidos nucleicos, por
ejemplo en el contexto de una PCR en tiempo real.

Por consiguiente es objeto de la presente invencion (segin un primer aspecto de la presente invencion) el uso de al
menos dos fluor6foros distintos entre si para la formacién de un par de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (par FRET), en el que dentro del par FRET al menos un primer fluoréforo (A) sirve como fluoréforo
donador y al menos un segundo fluoréforo (B) sirve como fluordforo aceptor. El uso segln la invencion se
caracteriza porque el primer fluoréforo (A) y el segundo fluoréforo (B), independientemente entre si, estan
configurados respectivamente a base de un complejo organometalico de elementos de las tierras raras, en el que los
fluoréforos (A) y (B) presentan elementos distintos entre si de las tierras raras, seleccionados del grupo de europio y
terbio. Adicionalmente, los elementos de las tierras raras en los fluoréforos (A) y (B) estan complejados
respectivamente con al menos un ligando en forma de un formador de complejos y/o quelatos, siendo el ligando
acido picolinico, picolinatos y/o sus derivados y presentando el ligando sustituyentes y/o grupos funcionales para la
unién y/o el acoplamiento preferentemente covalente de moléculas preferentemente organicas, seleccionandose los
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sustituyentes y/o grupos funcionales del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato, tioisocianato, epoxi, tiol y
hidroxilo. Ademas, el fluoréforo (A) y el fluor6foro (B) estan acoplados y/o unidos entre si a través de un resto
organico bivalente y/o divalente.

Por consiguiente, el principio basico de la presente invencién puede observarse en que con respecto al par FRET se
usa un primer fluoréforo (A) como donador que presenta un atomo central del grupo de las tierras raras. Ademas se
usa segun la invencién un segundo fluoréforo (B) que comprende igualmente como atomo central un elemento de
las tierras raras, tratdndose segun esto de un elemento distinto con respecto al primer fluoréforo (A). El uso dirigido
de elementos de las tierras raras con respecto al primer fluoréforo (A) y el segundo fluoréforo (B) con la condicién de
que en los respectivos fluor6foros se usan distintos elementos de este grupo, conduce de manera completamente
sorprendente a las propiedades excelentes del par FRET proporcionado en el contexto del uso segun la invencion
con respecto a sus propiedades de emision, tales como bandas de emisién estrechas, duraciones de emision o
luminiscencia largas, modificacion cuantitativa del espectro de emisiéon dependiendo de la distancia de los
fluoréforos (A) y (B) uno con respecto a otro en el contexto de un ensayo de dos tinciones y FRET excelente con
baja separacion de los fluoréforos uno con respecto a otro con inhibidores éptimos de la sefial de donador.

En el contexto de la presente invencién ha resultado especialmente ventajoso cuando el primer fluoréforo (A) y el
segundo fluoréforo (B) se seleccionan de manera que con la influencia y/o accion y/o entrada de una energia de
excitacion se realiza una transferencia de energia desde el primer fluoréforo (A) hasta el segundo fluoréforo (B),
realizdndose particularmente la transferencia de energia desde el primer fluor6foro (A) hasta el segundo fluoréforo
(B) al menos esencialmente sin radiacion. Una transferencia de energia de este tipo existe particularmente con una
baja separacion de los fluor6foros uno con respecto a otro en el sentido de una FRET. Con separacion creciente
disminuye la FRET. En cuanto a la energia de excitacion, puede usarse entonces correspondientemente a esto
particularmente una radiacién electromagnética con longitud de onda optimizada o ajustada con respecto al donador.
Esto se conoce en si por el experto.

A este respecto puede realizarse la transferencia de energia desde el primer fluor6foro (A) hasta el segundo
fluoréforo (B) por ejemplo por medio de interacciones dipolo/dipolo. La existencia de una transferencia de energia
puede detectarse particularmente por una reduccién de la fluorescencia del fluoréforo (A) o del fluoréforo de donador
y/o por un aumento de la fluorescencia del segundo fluor6foro (B) o del fluoréforo aceptor.

Como unidades de deteccién o medicion se tienen en consideracién de manera no limitativa microscopios de
fluorescencia, fluorimetros o similares.

En cuanto a la transferencia de energia desde el primer fluoréforo (A) hasta el segundo fluoréforo (B), puede
depender ésta entonces de la separacion de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto ad otro. En este contexto, la
transferencia de energia, particularmente la intensidad y/o la eficacia de la transferencia de energia, puede aumentar
con la reduccién de la separacion espacial de los fluor6foros (A) y (B) uno con respecto a otro. Con otras palabras,
por consiguiente, una ampliacién de la separacion del primer fluoréforo (A) al segundo fluoréforo (B) conduce a una
reduccion de la transferencia de energia, que va acompafada de una modificacion del espectro de emisién. Una
modificacién de este tipo de la separacion de los fluordforos (A) y (B) uno con respecto a otro puede realizarse por
ejemplo en el contexto de una interrelacion o interaccion o adicion del par FRET a una molécula diana o a una
estructura diana, provocando, particularmente ampliando esta interrelacién o interaccién o adiciéon a la estructura
diana la modificacién de la distancia, particularmente la ampliacion de la distancia, de los dos fluoréforos (A) y (B)
uno con respecto a otro. El respectivo acontecimiento puede distinguirse entonces en una modificacion del espectro
de emision, aumentando la sefial de donador y/o disminuyendo la sefal de aceptor con separacion creciente. Con la
reduccion de la distancia disminuye la sefial de donador y aumenta la sefal de aceptor correspondientemente
mediante el efecto de extincién del aceptor.

En este contexto, por consiguiente, la transferencia de energia desde el primer fluoréforo (A) hasta el segundo
fluoréforo (B) puede conducir a una reduccién de la fluorescencia del primer fluoréforo (A) y a un aumento de la
fluorescencia del segundo fluoréforo (B).

Segun la invencion es ventajoso cuando el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) presentan niveles de vibracion
electronicos al menos esencialmente paralelos, lo que es particularmente importante entonces cuando el fluoréforo
(A) por un lado y el fluoréforo (B) por otro lado estan fijados (por ejemplo a la misma proteina). De esta manera, con
la modificacion de la posicion de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto a otro en el contexto de una interaccion
con una proteina o de una modificacién de la conformacion de la propia proteina, una modificacién del sistema
FRET puede dar informacion sobre la modificacion de los niveles de vibracion y con ello de la posicién de los dos
fluoréforos uno con respecto a otro.

Tal como se mencion6 anteriormente, para facilitar una transferencia de energia, particularmente una transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia, el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) deberian estar separados sélo un
poco entre si, debiendo ascender la separacién generalmente a algunos nanémetros. Entonces la intensidad de la
sefial FRET disminuye con la sexta potencia de la distancia de los fluoréforos uno con respecto a otro. En este
contexto, la eficacia de la transferencia de energia depende del denominado radio de transferencia del par de
fluoréforos. El criterio de la baja distancia entre el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) conduce a que el par FRET



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394762 T3

proporcionado en el contexto del uso segun la invencién en cierto modo pueda actuar como “medida nanométrica
Optica” y por consiguiente sea adecuado en el contexto de procedimientos de biologia molecular o bioquimicos, por
ejemplo para la determinaciéon cualitativa y cuantitativa de la separacién de los fluoréforos, para poder sacar
conclusiones cualitativas y cuantitativas de esta manera sobre acontecimientos primarios respectivos, tales como
por ejemplo la interaccién con una molécula diana o una estructura diana asi como modificaciones de conformacion.

Con respecto a la transferencia de energia, particularmente transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia, particularmente con baja separacion de los fluoréforos (A) y (B), puede preverse también que los
estados del primer fluor6foro (A) solapen con los estados del segundo fluoréforo (B) al menos parcialmente.

Ademas, el primer fluoréforo (A) y/o el segundo fluoréforo (B), independientemente entre si, deberia representar y/o
comprender respectivamente un colorante, particularmente un colorante de fluorescencia

En el contexto de la presente invencién es ventajoso cuando el primer fluoréforo (A) y/o el segundo fluoréforo (B),
independientemente entre si, presentan respectivamente al menos un nicleo, preferentemente un nicleo compuesto
de un elemento de las tierras raras. A este respecto se prefiere especialmente cuando el primer fluoréforo (A) y/o el
segundo fluoréforo (B), independientemente entre si, se encuentran en forma de un complejo de coordinacion o un
compuesto de coordinacion o en forma de un compuesto quelato, formandose el atomo central o los atomos
centrales por el elemento de las tierras raras. A este respecto se prefiere especialmente en el contexto de la
presente invencién cuando (siempre que se usen complejos de coordinacion de multiples nucleos) dentro de un
complejo y por consiguiente dentro de un fluoréforo se usan nucleos a base del mismo elemento de las tierras raras.

En el contexto de la presente invencidn esta previsto que el elemento de las tierras raras se seleccione de los
elementos de los lantanidos, concretamente del grupo de europio y terbio.

Los lantanidos son metales de brillo plateado, relativamente blandos y altamente reactivos que se oxidan
rapidamente en el aire y a este respecto se vuelven mate. En agua se descomponen de manera mas o menos
rapida con la liberacién de hidrégeno gaseoso. En caso de los lantanidos se trata generalmente de 14 elementos en
total del sexto periodo del sistema periddico que pueden considerarse como subgrupo del tercer grupo secundario.
Debido a la estructura similar de la capa de valencia, los lantanidos se comportan quimicamente de manera
comparable con los elementos del tercer grupo del sistema periddico, concretamente escandio e itrio. Con éstos
forman los lantanidos el grupo de las tierras raras.

Se obtienen resultados especialmente buenos con respecto al par FRET proporcionado en el contexto de la
presente invencion cuando el elemento de las tierras raras se selecciona del grupo de europio y terbio.

De manera correspondiente a esto, la parte solicitante ha descubierto de manera completamente sorprendente que
resultan propiedades excelentes con respecto al par FRET cuando el fluor6foro (A) presenta terbio, particularmente
en forma de terbio(lll), como metal de las tierras raras.

En este contexto igualmente ha resultado especialmente ventajoso cuando el fluoréforo (B) presenta europio,
particularmente en forma de europio(lll), como metal de las tierras raras.

Consecuentemente se prefiere especialmente en el contexto de la presente invencion cuando el par FRET
proporcionado en el contexto del uso segun la invencion comprende un fluoréforo (A) y un fluoréforo (B),
presentando el fluordforo (A) terbio, particularmente en forma de terbio(lll), como metal de las tierras raras y
presentando el fluoréforo (B) europio, particularmente en forma de europio(lll), como metal de las tierras raras. Un
par FRET de este tipo presenta propiedades excelentes con respecto al comportamiento de extinciéon con la
existencia de una ftransferencia de energia, particularmente transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia, con una baja separacion de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto al otro asi como un
comportamiento de emision definido con bandas de emision estrechas y duracion de emision prolongada, de modo
que un par FRET de este tipo a base de terbio y europio es adecuado en especial medida para su uso analitico en el
campo de la bioquimica o biologia molecular.

En cuanto a la formacion de los fluor6foros del par FRET proporcionado en el contexto del uso segun la invencion,
esté previsto entonces segun la invencién que los elementos de las tierras raras en los fluoroforos (A) y (B) estén
complejados respectivamente, y de manera concreta respectivamente con al menos un ligando en forma de un
formador de complejos y/o quelatos, preferentemente varios ligandos, preferentemente cuatro ligandos. Segun la
invencion se prefiere que los elementos de las tierras raras en los fluoréforos (A) y (B), independientemente entre si,
estén unidos a al menos un ligando, particularmente a varios ligandos, preferentemente a cuatro ligandos,
ibnicamente, por coordinacion y/o covalentemente, particularmente de manera covalente.

En este contexto, el ligando, particularmente el formador de complejos y/o de quelatos, deberia esta configurado de
manera multidentada, particularmente de manera bidentada. En este contexto, el ligando puede contraer varios
enlaces por coordinacién, iénicos o covalentes con el nlcleo o el atomo central a base de un metal de las tierras
raras. Basicamente es posible en el contexto de la presente invencién que con respecto a los fluoréforos (A) y (B)
puedan usarse ligandos iguales o distintos. También dentro del propio fluoréforo (A) o (B) respectivo pueden usarse
ligandos iguales o distintos.
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Segun la invencion, el ligando es &cido picolinico, picolinatos y/o sus derivados, particularmente derivados
sustituidos, preferentemente hidroxiderivados.

Para facilitar una union de los fluoréforos con al menos otra molécula o resto organico, el ligando particularmente el
acido picolinico, picolinatos y/o sus derivados, presenta sustituyentes y/o grupos funcionales para la unioén y/o el
acoplamiento preferentemente covalente de moléculas preferentemente organicas. De manera correspondiente a
esto, los sustituyentes y/o grupos funcionales se seleccionan del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato,
tioisocianato, epoxi, tiol y hidroxilo. Por consiguiente, de esta manera se proporcionan, por asi decirlo, puntos de
conexion para otras moléculas o para al menos un resto organico en los respectivos fluoréforos (A) o (B). En caso de
la molécula organica puede tratarse por ejemplo, tal como se menciona adn a continuacién, de una unidad
complementaria a una molécula diana o a una estructura diana o que puede interaccionar con las mismas.

Segun una forma de realizaciéon especialmente preferente, el sustituyente o el grupo funcional deberia ser un grupo
hidroxilo.

Adicionalmente es especialmente ventajoso en el contexto de la presente invencién cuando el ligando en forma de
un formador de complejos y/o quelatos es &cido hidroxipicolinico y/o hidroxipicolinato En este contexto, al menos
uno de los ligandos deberia estar formado por los compuestos mencionados anteriormente, particularmente cuando
se pretende un enlace covalente o un acoplamiento de moléculas preferentemente orgénicas a los fluoréforos (A) y/o

(B).

Adicionalmente se prefiere especialmente en el contexto de la presente invenciéon cuando el fluor6foro (A) es un
complejo organometalico segun la formula de la figura 5.

Ademés puede preverse segun la invencién que el fluoréforo (A) se selecciona de tetra(4-hidroxipiridin-2-
carboxilato)terbio(lll),  tris-(piridin-2-carboxilato)(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)terbio(lll),  bis(piridin-2-carboxilato)-
bis(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)terbio(lll), (piridin-2-carboxilato)-tris(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)terbio(lll) y/o sus
derivados.

Con respecto a los compuestos para el fluoréforo (A) pueden usarse particularmente también las correspondientes
sales, particularmente sales de sodio.

Ademas, el fluoréforo (A) puede ser un compuesto de férmula general
[Tbx(Pic)y(Pic-Y),]“*",
en la que en la férmula mencionada anteriormente

. Tb es terbio(lll),

. Pic es picolinato,

. Y es un grupo funcional, particularmente seleccionado del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato,
tioisocianato, epoxi, tiol y hidroxilo, preferentemente de un grupo hidroxilo,

. X €s un numero entero de 1 a 4, particularmente 1 6 2, preferentemente 1, e

. y Y z son respectivamente un nimero enterode 0 a4 cony +z = 4.

En cuanto al fluoréforo (B), puede ser este fluor6foro (B) entonces un complejo organometdlico segun la formula de
la figura 4.

En este contexto se prefiere especialmente seglin la invencién cuando el fluoréforo (A) es un complejo
organometalico segun la formula de la figura 5 y el fluoréforo (B) es un complejo organometalico segun la formula de
la figura 4.

Adicionalmente en cuanto al fluoréforo (B), puede seleccionarse éste entonces de tetra(4-hidroxipiridin-2-
carboxilato)europio(lll), tris(piridin-2-carboxilato)(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)europio(lll), bis(piridin-2-carboxilato)-
bis(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)europio(lll), (piridin-2-carboxilato)-tris(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)europio(lll) y/o
sus derivados.

También en cuanto a los compuestos con respecto al fluoréforo (B) pueden usarse por ejemplo las correspondientes
sales, particularmente sales de sodio.

Con respecto al fluoréforo (B) puede encontrarse también un compuesto de férmula general
[Eux(Pic)y(Pic-Y’)2] >,

en la que en la férmula mencionada anteriormente
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. Eu es europio(lll),

. Pic’ es picolinato,

. Y’ es un grupo funcional, particularmente seleccionado del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato,
tioisocianato, epoxi, tiol y hidroxilo, preferentemente de un grupo hidroxilo,

. X’ es un numero entero de 1 a 4, particularmente 1 6 2, preferentemente 1, e

. y'y Z’ son respectivamente un nimero enterode 0 a4 cony’ + z' = 4.

En el contexto de la presente invencion esté previsto que particularmente para la formacién de un par FRET o de
una sonda FRET el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) estan acoplados y/o unidos entre si a través de un resto organico
bivalente y/o divalente, particularmente un ligador y/o espaciador.

De manera correspondiente a esto resulta, por consiguiente, una molécula o complejo de molécula que comprende
el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) asi como el resto. Mediante la eleccién dirigida al objetivo del resto orgénico y la
coordinacion con los fluoréforos (A) y (B) especiales puede optimizarse o adaptarse por consiguiente el par FRET o
la sonda FRET en el sentido de que con baja separacion de los fluoréforos (A) y (B) entre si puede realizarse una
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia 6ptima en el sentido de una extincién maxima de la sefial
de donador y con separacion creciente resulta una modificacion bien definida del espectro de emisiéon con bandas
agudas y duraciones de emision largas.

Segun esto deberia seleccionarse el resto organico en el contexto de la presente invencion de manera que entre el
fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) pueda producirse una transferencia de energia por resonancia de fluorescencia. Esto
se aplica particularmente para el caso de una baja separacion de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto a otro,
por ejemplo cuando no existe ninguna interaccién con una molécula diana o una estructura diana. Por consiguiente,
mediante la eleccién dirigida del espaciador puede ajustarse o adaptarse la transferencia de energia de
fluorescencia individualmente, conduciendo un espaciador pequefio, es decir particularmente una molécula con
longitud de cadena pequefia, a una baja separacion de los fluoréforos (A) y (B), lo que va a acompanado de una alta
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia. Sin embargo, también un resto o espaciador grande
puede conducir por ejemplo a través de procesos de plegamiento y/o adicién o hibridacion a una baja separacion
entre (A) y (B), tal como es el caso por ejemplo con una baliza molecular.

Debido al ajuste individual de la separacion de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto a otro mediante el resto
organico puede ajustarse, por consiguiente, el espectro de emision especificamente, resultando particularmente
también con FRET espectros de emisién con longitudes de onda o bandas de emisién especificas, lo que es muy
importante particularmente en el contexto de la preparacion o del uso como colorantes, dado que las propiedades de
color por asi decirlo pueden ajustarse individualmente mediante el ajuste dirigido de la separacion de los fluoroforos

(A)y (B).

Por consiguiente, en conjunto mediante la longitud del resto organico, su estructura, disposicion espacial o
configuracién puede ajustarse o adaptarse la separacion de los fluoréforos (A) y (B) uno con respecto a otro y por
consiguiente la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia y con ello la longitud de onda de emision
del par FRET. La unién o el acoplamiento del resto organico a los fluor6foros puede realizarse por ejemplo de
manera que el resto organico puede acoplarse y/o unirse a los respectivos sustituyentes y/o a los respectivos grupos
funcionales del formador de complejos y/o del ligando, particularmente tal como se definié anteriormente.

A este respecto se prefiere en el contexto de la presente invencién cuando el resto organico estd unido
preferentemente de manera covalente con el fluoréforo (A) y/o el fluoréforo (B), estando unido y/o acoplado
particularmente el resto organico preferentemente de manera covalente a los grupos funcionales del o de los
ligandos del fluoréforo (A) y/o (B) y/o presentando particularmente el resto organico grupos funcionales aptos para la
unién y/o el acoplamiento preferentemente covalente a los grupos funcionales del o de los ligandos.

A este respecto se realiza la unién o el acoplamiento del resto organico a los grupos funcionales particularmente de
manera que los fluoroforos (A) y (B), independientemente entre si, se unen o se acoplan preferentemente en los
extremos al resto organico y por consiguiente en cierto modo al respectivo extremo del resto organico.

En este contexto puede unirse el resto organico covalentemente con el fluoréforo (A) y/o el fluoréforo (B) por ejemplo
con la formacion de grupos (poli)uretanos en los extremos particularmente con respecto al resto organico.

Una unién o un acoplamiento preferentemente en los extremos de los fluoréforos (A) y (B) a un resto organico existe
por ejemplo entonces cuando el par FRET proporcionado segun el uso segun la invencion se encuentra o debe
usarse como sonda FRET segun el tipo de una sonda de hidrdlisis 0 segun el tipo de una baliza molecular.

En cuanto al resto organico en general, puede ser el resto organico entonces un resto que puede entrar en
interaccion con una molécula diana y/o una estructura diana. El resto organico puede ser de manera que se trata de
un resto que puede interaccionar con una molécula diana y/o una estructura diana.
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En el contexto de la presente invencion puede preverse que una interaccion y/o interrelacion del resto organico con
la molécula diana y/o la estructura diana conduzca a una modificacion, particularmente a una reduccion, de la
transferencia de energia por resonancia de fluorescencias desde el fluor6foro (A) hasta el fluoréforo (B).

Esto se consigue particularmente porque debido a la interaccién o interrelacion se amplia la separacién entre el
primer fluoréforo (A) y el segundo fluoréforo (B), de modo que disminuye la transferencia de energia entre los
fluoréforos y por consiguiente se modifica el comportamiento de emision. De esta manera puede verificarse la
interaccion o interrelacion mediante el registro (de una modificacion) del espectro de emision de la muestra.

En cuanto al resto organico, éste puede ser entonces por ejemplo una secuencia de nucleétidos, particularmente
una secuencia de ADN o ARN, preferentemente un oligonucleétido, o puede comprender ésta.

Esto puede ser el caso por ejemplo entonces cuando el par FRET proporcionado en el contexto del uso segun la
invencion se usa como sonda de hibridaciéon, sonda de hidrélisis y/o como baliza molecular.

Particularmente para el caso en el que se usa el par FRET proporcionado segun el uso segun la invencién como
baliza molecular, puede preverse que la secuencia de nucleétidos, particularmente en su extremo 5’ y en su extremo
3’, presente secciones de secuencia de nucleédtidos complementarias, particularmente de modo que con interaccién
no presente con una molécula diana y/o una estructura diana resulta o existe una hibridacion de las secciones de
secuencia de nucleotidos complementarias. Mediante las secciones de extremo complementarias de la secuencia de
nucleétidos resulta en cierto modo una autohibridacién de los extremos de la secuencia de nucledétidos, de modo que
la estructura descrita anteriormente y caracteristica para balizas moleculares se encuentra en el sentido de una
horquilla. En este estado, el fluoréforo (A) mediante su baja distancia al fluor6foro (B) no presenta ninguna
fluorescencia o presenta una fluorescencia reducida. En el caso de una adicion de la region de bucle o region de
lazo a una secuencia de ADN complementaria como molécula diana o estructura diana, por ejemplo producida
durante un ciclo de PCR, se amplia la distancia entre el fluor6foro (A) y el fluoréforo (B), de modo que para este caso
resulta, de manera condicionada por una transferencia de energia por resonancia de fluorescencia reducida, una
fluorescencia o una modificacién de la fluorescencia con respecto al fluor6foro (A) y ésta puede observarse o
detectarse con dispositivos o procedimientos en si conocidos por el experto, pudiendo ir acompafada la
modificacién del espectro de emision de un aumento de la fluorescencia del donador y una disminucion de la
fluorescencia del aceptor.

Tal como se mencioné anteriormente, en caso del par FRET proporcionado segun el uso segun la invencion puede
tratarse por ejemplo de una baliza molecular (BM). En este contexto esta previsto que el fluoréforo (A) y el fluordforo
(B) formen una baliza molecular (BM) mediante la unién particularmente covalente a una secuencia de nucleétidos
con secciones de secuencia de nucleétidos complementarias particularmente en su extremo 5’ y extremo 3’.

Igualmente es posible, sin embargo, también en el contexto de la presente invencién que el resto organico sea un
péptido y/o una secuencia de aminoacidos, particularmente un oligopéptido, o comprenda éste o ésta.

Segun esto puede tratarse por ejemplo de una enzima o de una secuencia de aminoacidos definida, alineada con
una respectiva estructura diana o con una molécula diana. Igualmente puede tratarse sin embargo también de un
péptido o de una secuencia de aminodacidos cuya estructura espacial propia deba registrarse.

Ademas puede preverse también en el contexto de la presente invencion que el resto organico sea un resto de
hidrocarburo saturado o insaturado, preferentemente un resto de hidrocarburo insaturado, ramificado o lineal o
comprenda a éste.

En este contexto es especialmente ventajoso cuando el resto de hidrocarburo presenta una longitud de cadena de al
menos 2 atomos de carbono, particularmente de 2 a 20 atomos de carbono, preferentemente de 2 a 15 atomos de
carbono, preferentemente de 2 a 12 atomos de carbono.

También en este caso deberia seleccionarse, tal como se mencioné anteriormente, la longitud del resto de
hidrocarburo en vista de la transferencia de energia que va a ajustarse, particularmente transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia, entre el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B).

Segun una forma de realizacion especialmente preferente segun la invencién, el fluoroéforo (A) y el fluoréforo (B)
forman junto con un resto organico el complejo segun la formula de la figura 3, en la que en la férmula mencionada
anteriormente n representa un nimero entero en el intervalo de 1 a 20, particularmente de 2 a 15, preferentemente
de2ail2.

Segun las férmulas de las figuras 3 a 5 se forma el fluor6foro (A) por un complejo de terbio con cuatro
hidroxipicolinatos asi como el fluoréforo (B) por un complejo de europio con cuatro hidroxipicolinatos. Los fluor6foros
estan unidos entre si mediante un resto de hidrocarburo en enlaces de uretano en los extremos.

En cuanto al resto organico, éste puede representar entonces también una molécula mixta que contiene una
secuencia de nucledtidos y/o una secuencia de aminoacidos y/o un resto de hidrocarburo.
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La presente invencion se explica mas y puramente a modo de ejemplo por medio de la representacién de figuras, sin
embargo sin limitar sobre esto la invencion. Muestra:

la figura 1 un complejo FRET segln la invencion que presenta un complejo de terbio (Tb) como fluoréforo
donador y un complejo de europio (Eu) como fluoréforo aceptor. Los dos fluoréforos estan unidos entre
si a través de un resto organico (‘espaciador” o ‘ligador’), pudiéndose tratar segin esto
particularmente de una secuencia de nucle6tidos que presenta en sus extremos nucleétidos
complementarios uno con respecto a otro, que estan hibridados. La parte no hibridada de la secuencia
de nucledtidos forma una region de bucle. EI complejo representado en la figura 1 representa
particularmente una baliza molecular (MB) que se encuentra en un estado cerrado, produciéndose en
el presente caso con la radiacién de una energia de excitacion (Exc.) una transferencia de energia
(ET) particularmente sin radiacién del complejo de terbio al complejo de europio, acompanada de una
emision especifica (Em.) mediante el complejo de europio.

Lafigura2 un espectro optico del complejo FRET segun la invencién representado en la figura 3. Debido a la
transferencia de energia eficaz del complejo de Tb al complejo de Eu existe una emision
significativamente reducida o s6lo muy baja mediante el complejo de Tb.

Lafigura3 un complejo FRET segun la invenciéon a base de un complejo de Tb como fluoréforo (A) y de un
complejo de europio como fluoréforo (B), estando unidos los complejos a través de un resto organico
en forma de una cadena de hidrocarburo lineal por medio de puentes de uretano.

Lafigura4 un complejo de europio usado en el contexto de la presente invencion como fluor6foro (B), que
presenta cuatro hidroxipicolinatos como ligandos.

Lafigura5 un complejo de terbio usado en el contexto de la presente invencién como fluoréforo (A), que presenta
cuatro hidroxipicolinatos como ligandos.

Adicionalmente la presente invencion se refiere (segun un segundo aspecto de la presente invencion) a un complejo
de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (complejo FRET), que presenta al menos un primer
fluoréforo (A) como fluoréforo donador y al menos un segundo fluoréforo (B) como fluoréforo aceptor. El complejo
FRET segun la invencién se caracteriza porque el primer fluor6foro (A) y el segundo fluoréforo (B),
independientemente entre si, estan configurados respectivamente a base de un complejo organometalico de
elementos de las tierras raras, en el que los fluoréforos (A) y (B) presentan elementos distintos entre si de las tierras
raras, seleccionados del grupo de europio y terbio. Adicionalmente, los elementos de las tierras raras en los
fluoroforos (A) y (B) estdn complejados respectivamente con al menos un ligando en forma de un formador de
complejos y/o quelatos, siendo el ligando acido picolinico, picolinato y/o sus derivados y presentando el ligando
sustituyentes y/o grupos funcionales para la union y/o el acoplamiento preferentemente covalente de moléculas
preferentemente organicas, seleccionandose los sustituyentes y/o grupos funcionales del grupo de grupos amino,
carboxilato, isocianato, tioisocianato, epoxi, tiol y hidroxilo. Ademas, el fluor6foro (A) y el fluoréforo (B) estan
acoplados y/o unidos entre si a través de un resto organico bivalente y/o divalente, particularmente un ligador y/o
espaciador.

Segun una forma de realizacion preferente de la presente invencion, el complejo FRET segun la invencion puede
corresponder a la férmula general

DF-S-AF,

en la que en la formula mencionada anteriormente

. DF designa un fluor6foro donador, particularmente el fluoréforo (A),

. AF designa una fluoréforo aceptor, particularmente el fluoréforo (B), y

. S designa un resto organico particularmente bivalente y/o divalente, particularmente un ligador y/o
espaciador.

Para otras realizaciones con respecto al complejo FRET segun la invencidon puede remitirse a las realizaciones con
respecto al uso segun la invencién mencionado anteriormente, que se aplican igualmente con respecto al complejo
FRET segun la invencion.

El complejo FRET segun la invencion puede estar configurado por ejemplo en cuanto a procedimientos analiticos
por ejemplo en forma de una sonda de hibridacién, una sonda de hidrdlisis o de una baliza molecular.

En total puede tratarse en caso de los complejos FRET segun la invencién de las sondas de hibridacion, sondas de
hidrélisis y balizas moleculares descritas ya anteriormente. En este contexto pueden ajustarse los complejos FRET
segun la invencién a través de la seleccién especial de los fluoréforos (A) y (B) y del resto organico con respecto a
sus parametros o propiedades de transferencia de energia. Las propiedades de transferencia de energia asi
ajustadas pueden usarse para la calibracion de distancias o separaciones intramoleculares en moléculas de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2394762 T3

nucleétidos hibridadas particularmente en forma de balizas moleculares que estan dotadas de los fluor6foros
especiales (A) y (B) en los respectivos extremos, actuando por consiguiente el resto organico en forma de un
oligonucledtido como espaciador o ligador. Mediante la induccién bioquimica por medio de una estructura o
secuencia diana adecuada se abre la secuencia de nucleétidos cerrada en forma de bucle, de modo que resulta una
respuesta de emisién modificada debido a una transferencia de energia modificada cuando los extremos del lazo se
separan o se apartan.

Los complejos FRET segun la invencién presentan particularmente espectros de emisién bien definidos,
encontrandose la duracion de emisién tras la excitacion mediante una sefal registrada en el intervalo de
milisegundos y siendo posible por consiguiente una discriminacion adicional en comparacion con una
autofluorescencia inespecifica. Estos dos factores conducen a que pueda prescindirse de sistemas laser y de
evaluacion costosos para el andlisis de las sefiales de medicién. Ademas existe con baja separacién de los
fluoréforos una extincién 6ptima, lo que mejora ademas la calidad de la sefal.

Adicionalmente en cuanto al complejo FRET segun la invencién, puede realizarse entonces en el contexto del
correspondiente uso como biosensores un registro en tiempo real muy especifico y de gran valor informativo, por
ejemplo en el contexto de la amplificacién de acidos nucleicos diana, con un limite de deteccion bajo,
particularmente en el contexto de la PCR en tiempo real en un termociclador compacto y configurado de manera
sencilla.

El uso del complejo FRET segun la invencion no esté limitado al acoplamiento a acidos nucleicos. Asi es posible
igualmente que el complejo FRET segun la invencion se encuentre en forma de una proteina como resto organico
que se une a los fluordforos (A) y (B) y en el caso de una escision de la proteina o también debido a una
modificacién de la conformacién, por ejemplo en el caso de la unién a un ligando, resulta una modificacién de la
separacion espacial de los fluoréforos (A) y (B), de modo que existe una modificacién del espectro de emisién.
Particularmente puede verificarse también en este caso la emision de fluorescencia del fluor6foro donador y por
consiguiente del fluoréforo (A). Por consiguiente puede usarse el complejo FRET segun la invencién también en el
andlisis quimico de proteinas o péptidos.

Ademas pueden usarse los complejos FRET segun la invencién también en procedimientos de amplificacion
isotérmica, tales como Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA). Los complejos FRET segun la
invencion pueden usarse también en la tecnologia de matriz. Ademas es posible una adicion o unién de los
complejos FRET segun la invencion a un sustrato solido, por ejemplo para su uso en biochips o biosensores.
Ademas se tiene en consideracion igualmente un uso de los complejos FRET segln la invencion en forma de
aptameros. En total se abre, por consiguiente, con respecto a los complejos FRET segun la invencién, el campo de
aplicacién muy grande del analisis y del diagndstico médico, de biologia molecular o bioquimico.

Para otras formas de realizacién en cuanto al tercer aspecto de la presente invencion puede remitirse a las
realizaciones anteriores con respecto al primer y segundo aspecto de la presente invencién, que se aplican
correspondientemente.

Otro objeto de la presente invencion (segln un tercer aspecto de la presente invencién) es el uso segln la invencion
del complejo FRET anteriormente definido segun la invencion para la deteccién de un acontecimiento en una
muestra.

El termino “acontecimiento”, tal como se usa en el contexto de la presente invencién, ha de entenderse de manera
muy amplia. Asi puede tratarse por ejemplo en el caso del acontecimiento de una interaccion y/o interrelacién y/o
hibridacion del complejo FRET con una secuencia de ADN o secuencia de ARN o un oligonucleétido, por ejemplo en
el contexto de una verificacion de acido nucleico. En este caso, el resto organico del complejo FRET segun la
invencion presenta preferentemente una secuencia de nucleé6tidos o esta compuesto por ésta. Igualmente, el
“termino “acontecimiento” comprende también una interaccion y/o interrelacién y/o adicién del complejo FRET segun
la invencion a un (poli)péptido o enzima. Igualmente, el acontecimiento puede ser también la escisién o sin embargo
la union de un péptido a un ligando. En este caso, el resto organico del complejo FRET seguln la invencion deberia
ser preferentemente una secuencia de aminoacidos o un oligopéptido o polipéptido o deberia comprender ésta o
éste. Igualmente, el acontecimiento puede ser también una modificacién de la estructura espacial, por ejemplo una
modificacién de la configuracién o conformacion, de una proteina o similares. Por consiguiente, el acontecimiento
representa en general igualmente una actividad en una muestra de medicion que conduce particularmente a una
modificacién de la disposicion espacial o de la separacién del fluoréforo (A) y del fluoréforo (B) uno con respecto a
otro, existiendo particularmente como consecuencia o debido a esta modificacion un registro preferentemente
discriminativo de una sefial de medicién modificada, particularmente de una modificacién en el espectro de emision
del complejo FRET que se debe por ejemplo a la sefial creciente del fluoréforo (A) que actia como donador y la
senal decreciente del aceptor (condicionado por la ampliaciéon de la separacién espacial de los fluoréforos (A) y (B)
con reduccién de la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia).

En cuanto al uso segun la invencion segun este aspecto de la presente invencién, puede experimentar entonces el
complejo FRET una modificacién de su espectro de emision con la aparicion del acontecimiento y/o como
consecuencia del acontecimiento particularmente con la influencia y/o accién y/o entrada de una energia de
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excitacion. Ademas puede emitir el complejo FRET una sefal detectable con la aparicion del acontecimiento y/o
como consecuencia del acontecimiento particularmente con la influencia y/o accion y/o entrada de una energia de
excitacion.

Por consiguiente, segln la invencion puede preverse que la disposicién relativa de los fluoréforos (A) y (B) uno con
respecto a otro se modifique mediante o como consecuencia del acontecimiento particularmente de manera que
resulta una modificacion del espectro de emision del complejo FRET y/o que se emite una sefal detectable.

Segun la invencién puede preverse ademas que la modificacién del espectro de emision y/o de la sefial detectable
se realice en sucesion temporal retrasada con respecto a la aparicion del acontecimiento y/o que la modificacién del
espectro de emisién y/o de la sefal detectable se realiza en sucesion temporal tras la aparicion del acontecimiento.

Adicionalmente puede realizarse el registro de la modificacion del espectro de emision y/o de la sefial detectable
mediante una medicién de fluorescencia con resolucién temporal. De manera correspondiente a esto, la modificacion
del espectro de emision o la sefal detectable deberia distinguirse de la autofluorescencia.

De manera correspondiente a esto es ventajoso cuando la sefial detectable del complejo FRET esta prolongada en
comparacién con la autofluorescencia de la muestra en un factor 2, particularmente en un factor 5, preferentemente
en un factor 10, preferentemente en un factor 100.

Finalmente, el acontecimiento puede ser, tal como se menciond anteriormente, una interrelacién y/o interaccién y/o
hibridacion del complejo FRET con una molécula diana y/o una estructura diana, particularmente una secuencia de
nucleétidos, preferentemente una secuencia de ADN o ARN, o un péptido y/o una secuencia de aminoacidos.
Ademas, el acontecimiento puede ser una modificacién espacial, particularmente una modificacién de la
configuracién y/o conformacién, del complejo FRET.

Otro objeto de la presente invencién (segun un cuarto aspecto de la presente invencién) es el uso segun la invencién
del complejo FRET segun la invencién, tal como se definié anteriormente, para la interaccién con una molécula
diana y/o una estructura diana y/o para la deteccién y/o identificacién y/o para la verificacion de una molécula diana
y/o una estructura diana, particularmente mediante la interaccién del complejo FRET por un lado con la molécula
diana y/o la estructura diana por otro lado.

En cuanto a la molécula diana o la estructura diana, puede ser entonces ésta una secuencia de nucleoétidos,
preferentemente una secuencia de ADN o ARN, un (poli)péptido y/o una secuencia de aminoacidos, particularmente
una enzima o un anticuerpo.

Igualmente es posible también en el contexto de la presente invencion detectar o registrar virus, microorganismos,
particularmente bacterias, basandose en el complejo FRET segun la invencion. En este contexto, el complejo FRET
segun la invencion deberia estar configurado particularmente con respecto al correspondiente resto organico de
manera que pudiera realizarse una interaccién con virus, microorganismos, particularmente bacterias, anticuerpos y
similares o con determinadas estructuras diana de los sistemas bioldégicos mencionados anteriormente.

Por ejemplo, el complejo FRET segun la invencién puede usarse para la identificacién o cuantificacion de
microorganismos, particularmente de microorganismos en alimentos, pudiéndose realizar por ejemplo inicialmente
un enriquecimiento de los microorganismos. Esto puede realizarse por ejemplo y de manera no limitativa con un
soporte recubierto con ligandos, siendo especifico el ligando para los microorganismos que van a identificarse o
cuantificarse. Ademas puede realizarse el enriquecimiento también a través de microparticulas recubiertas con
anticuerpos. A continuacion, tras realizar eventualmente un lisado y purificacion del ADN de los microorganismos
puede realizarse una amplificacion de los correspondientes acidos nucleicos diana usando los complejos FRET o las
sondas FRET segun la invencion.

La presente invencidon comprende igualmente un procedimiento para el registro o deteccién de oligonucle6tidos
diana en un entorno de muestra, que comprende las siguientes etapas: en una primera etapa se realiza una
incubacién de un acido nucleico diana usando el complejo FRET segun la invencién con radiaciéon posterior de la
mezcla de incubacién y registro de la emision de fluorescencia, particularmente por medio de medicion de
fluorescencia con resolucién temporal. En este contexto, para la amplificacion de los acidos nucleicos diana puede
usarse por ejemplo una PCR en tiempo real. Igualmente, de manera correspondiente a esto, puede estar unido el
acido nucleico diana o el complejo FRET segun la invencién como sonda FRET en un soporte.

Finalmente, la presente invencién se refiere (segun un quinto aspecto de la presente invencion) al uso del complejo
FRET segun la invencién tal como se definié anteriormente, como colorante, particularmente colorante de
fluorescencia, particularmente para fines de marcacion.

Entonces, debido a la estructura especial, acompanada de los fluor6foros especiales basados en metales de las
tierras raras, pueden producirse coloraciones especificas de manera especifica mediante la seleccion de los
fluoréforos y el ajuste de la separacion de los fluoréforos, de modo que los complejos FRET segun la invencion son
adecuados también de manera excelente para su uso como colorantes.
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Mediante las bandas de emision agudas y estrechamente limitadas son posibles, con respecto a los colorantes,
coloraciones definidas en un espectro estrechamente limitado.

En total puede usarse el principio en el que se basa la presente invencion del aprovechamiento de la energia de
transferencia o transferencia de energia por resonancia de fluorescencia entre complejos de terbio por un lado y
complejos de europio por otro lado como un medio valioso en el contexto de estudios estructurales, de una
coordinacion (fina) de la emisién asi como de la mejora de las propiedades de biosensores o complejos de
colorante. En esto se encuentra una clara ventaja de la presente invencién.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere (segun un sexto aspecto de la presente invencion) al uso del
complejo FRET segun la invencion, tal como se definié6 anteriormente, en 0 como biosensores o sin embargo en o
como sondas, particularmente sondas FRET.

Para otras formas de realizacion en cuanto al aspecto cuarto a sexto de la presente invenciéon puede remitirse a las
realizaciones anteriores con respecto a los demas aspectos de la presente invencién, que se aplican de manera
correspondiente.

Otras configuraciones, modificaciones y variaciones de la presente invencién pueden reconocerse y realizarse sin
mas por el experto con la lectura de la descripcion, sin que a este respecto abandone el contexto de la presente
invencion.

La presente invencion se explica por medio de los siguientes ejemplos de realizaciéon que sin embargo no limitan de
ningun modo la presente invencion.

Ejemplos de realizacion:

Modificacién de ligandos:

Se disuelve acido 3-aminopicolinico o &cido 3-hidroxipicolinico en agua destilada, se neutraliza con la
correspondiente cantidad de disolucion de NaOH 1 My se recristaliza como sal de sodio del acido 3-aminopicolinico
o0 sal de sodio de &cido 3-hidroxipicolinico.

Se secan 0, 3222 g de sal de sodio de acido 3-aminopicolinico o sal de sodio de &cido 3-hidroxipicolinico (2 mmol) a
vacio (2 + 10 kPa) a 110°C en el intervalo de 3 horas, se disuelven en aproximadamente 30 ml de DMF seca y se
mezclan por ejemplo con 0,162 ml de diisocianato de hexametileno (HDI o OCN-(CHz)s-CNO) o por ejemplo 0,269
ml de diisocianato de dodecametileno (DMDI 0 OCN-(CHz)12-CNO), (1 mmol) bajo atmdsfera de gas protector. La
reaccion se realiza, igualmente con gas protector, a 90°C en el intervalo de 24 horas o 70 horas con la conversion
del 3-hidroxipicolinato de sodio. Se elimina DMF a vacio a 90°C.

Los productos tienen las composiciones NaOOC-CsH4N-NH-CO-NH-(CH2)n-NH-CO-NH-CsHsN-COO-Na (n = 6 para
el producto con HDI y n = 12 para el producto con DMDI) con la conversion del 3-aminopicolinato de sodio y
NaOOC-CsH4sN-O-CO-NH-(CH2)n-NH-CO-O-CsH4N-COONa con la conversién del 3-hidroxipicolinato de sodio.

En la modificacion comparativa de los ligandos con monoisocianatos (isocianato de fenilo o isocianato de butilo) e
isotiocianato de butilo se afiaden para la misma reaccion correspondientemente 2 mmol del reactivo isocianato.

Sintesis de los compuestos de complejos:

Complejos de tetrapicolinato:

Se disuelven 0,4350 g de sal de sodio de acido picolinico (3 mmol) y 0,1600 g de sal de sodio de 3-aminopicolinico
(o sal de sodio de acido 3-hidroxipicolinico) (1 mmol) en aproximadamente 30 ml de DMSO con calentamiento (en la
sintesis de los complejos con sélo un tipo de ligando se afiaden correspondientemente 4 mmol de la correspondiente
sal de sodio). Se disuelven 0,3664 g de EuClz « 6 H20 (0 sin embargo 0,3730 g de TbClz « 6 H20 o sin embargo
0,1832 g de EuCl; » 6 H:O y 0,1865 g de TbCls * 6 H2O para los complejos mixtos) (1 mmol) en poco DMSO y se
mezclan con la disolucion de ligando. La mezcla se deja reaccionar en el intervalo de 2 horas a 90°C, entonces se
elimina por destilacion DMSO a la misma temperatura a vacio. El polvo de color beige asi obtenido se lleva a
ebullicién en THF con reflujo durante 1 hora, se filira y se seca a vacio a 80°C durante una hora.

En la sintesis de los compuestos de complejos con los ligandos modificados se afiaden en lugar de 1 mmol de la sal
de sodio de acido 3-aminopicolinico correspondientemente 0,5 mmol del ligando modificado con el diisocianato (o 1
mmol del ligando modificado con el isocianato o isotiocianato).

Debido a la mala solubilidad del ligando modificado con DMDI se realiza la modificacién de los isocianatos con los
mismos complejos de las tierras raras: se secan 0,35 mmol de co 3plejo NaEuxTb-x(Pic)s(Pic-Y) (x =0 a 1, Pic =
picolinato y Pic-Y = 3-amino o 3-hidroxipicolinato) a vacio (2 «+ 10~ kPa) a 110°C en el intervalo de 3 horas, se
disuelven en aproximadamente 20 ml de DMSO seco y se mezclan con 0,094 ml de DMDI (0,088 mmol) bajo
atmadsfera protectora. La reaccion se realiza bajo argon a 90°C en el plazo de 24 horas (o 70 horas con la conversién
de los 3-hidroxipicolinatos). Se elimina por destilacion DMSO a la misma temperatura a vacio. El polvo de color
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beige ahora obtenido se lleva a ebullicién en THF con reflujo durante 1 hora, se filtra y se seca a vacio a 80°C
durante una hora.

Complejos de tripicolinato:

Se disuelven 0,2900 g de sal de sodio de acido picolinico (2 mmol) y 0,1600 g de sal de sodio de acido 3-
aminopicolinico (o sal de sodio de acido 3-hidroxipicolinico) (1 mol) en aproximadamente 30 ml de DMF con
calentamiento (en la sintesis de los complejos con sélo un tipo de ligando se afiaden 3 mmol de la correspondiente
sal de sodio). Se disuelven 0,3664 g de EuClz « 6 H20 (0 sin embargo 0,3730 g de TbClz « 6 H20 o sin embargo
0,1832 g de EuCl3 * 6 H,O y 0,1865 g de TbCl « 6 H20 para los complejos mixtos) (1 mol) en poca DMF y se mezclan
con la disolucién de ligando. El precipitado obtenido se filtra, se lava con etanol y se seca a vacio a 50°C durante
una hora.

En la sintesis de los compuestos de complejos con los ligandos modificados se afiaden en lugar de 1 mmol de la sal
de sodio de acido 3-aminopicolinico correspondientemente 0,5 mmol del ligando modificado con el diisocianato (o 1
mmol con el isocianato o isotiocianato).

En la sintesis de los compuestos de complejos con ligandos exclusivamente modificados, por ejemplo EU2[NaOOC-
CsH4N-O-CO-NH-(CH2)s-NH-CO-0O-CsHsN-COO]s, no se produce el precipitado hasta calentar hasta de 90°C a
100°C.

Marcacién de ADN modificado con isocianato:

El complejo NaEuxTb-x(Pic)s(Pic-Y) (por ejemplo x = 0 para la marcacién con complejo que produce luminiscencia
sélo verde; x = 1 para la marcacién con complejo que produce luminiscencia soélo roja; x = 0,5 para la marcacion con
complejos que producen luminiscencia verde y roja; Pic = picolinato; Pic-Y = 3-amino o 3-hidroxipicolinato) se seca a
vacio (2 « 10 kPa) a 110°C en el intervalo de 3 horas, se disuelve en DMSO y se mezcla con la correspondiente
cantidad de la disolucion de ADN en DMSO seco (proporcion molar de Pic-Y : NCO = 1 : 1) bajo atmésfera
protectora. La reaccion se realiza bajo argén a 90°C en el intervalo de 24 horas (o 70 horas con la conversién de los
3-hidroxipicolinatos). En caso necesario puede eliminarse por destilacion el DMSO a la misma temperatura a vacio.

Marcacién de ADN modificado con isotiocianato:

El complejo NaEuxTb-x(Pic)s(Pic-Y) (por ejemplo x = 0 para la marcacién con complejo que produce luminiscencia
sélo verde; x = 1 para la marcacién con complejo que produce luminiscencia sélo roja; x = 0,5 para la marcacion con
complejos que producen luminiscencia verde y roja; Pic = picolinato; Pic-Y = 3-amino o 3-hidroxipicolinato) se
disuelve en DMSO y se mezcla con la correspondiente cantidad de la disolucién de ADN en agua, DMSO o mezcla
de DMSO/agua (proporcién molar de Pic-Y : NCS = 1 : 1). La reaccion se realiza en el intervalo de 24 horas (o 70
horas con la conversion de los 3-hidroxipicolinatos). En caso necesario puede eliminarse por destilacién el DMSO o
el agua a la misma temperatura a vacio.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos dos fluoréforos distintos entre si para la formacién de un par de transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (par FRET), en el que dentro del par FRET al menos un primer fluoréforo (A) sirve como
fluoréforo donador y al menos un segundo fluoréforo (B) sirve como fluoréforo aceptor,

en el que el primer fluoréforo (A) y el segundo fluoréforo (B), independientemente entre si, estan configurados
respectivamente a base de un complejo organometalico de elementos de las tierras raras, en el que los fluor6foros
(A) y (B) presentan elementos distintos entre si de las tierras raras, seleccionados del grupo de europio y terbio,

en el que los elementos de las tierras raras en los fluoréforos (A) y (B) estan complejados respectivamente con al
menos un ligando en forma de un formador de complejos y/o quelatos, en el que el ligando es acido picolinico,
picolinatos y/o sus derivados y en el que el ligando presenta sustituyentes y/o grupos funcionales para la union y/o el
acoplamiento preferentemente covalente de moléculas preferentemente organicas, en el que los sustituyentes y/o
grupos funcionales se seleccionan del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato, tioisocianato, epoxi, tiol y
hidroxilo, y

en el que el fluoréforo (A) y el fluordforo (B) estan acoplados y/o unidos entre si a través de un resto organico
bivalente y/o divalente.

2. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado
porque el fluor6foro (A) presenta terbio en forma de terbio(lll) como metal de las tierras raras y/o
porque el fluor6foro (B) presenta europio en forma de europio(lll) como metal de las tierras raras.

3. Uso segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado

porque los elementos de las tierras raras en los fluoréforos (A) y (B) estdn complejados a varios ligandos,
preferentemente cuatro ligandos, y/o porque los elementos de las tierras raras en los fluoréforos (A) y (B),
independientemente entre si, estan unidos al al menos un ligando, particularmente a varios ligandos,
preferentemente a cuatro ligandos, i6nicamente, por coordinacién y/o covalentemente, particularmente de manera
covalente, y/o

porque el ligando esta configurado de manera multidentada, particularmente de manera bidentada y/o

porque el ligando, particularmente formador de complejos y/o formador de quelatos, es acido picolinico, picolinatos
y/o sus derivados, particularmente derivados sustituidos, preferentemente hidroxiderivados, y/o

porque el ligando es &cido hidroxipicolinico y/o hidroxipicolinato.

4. Uso segln una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el fluoréforo (A) es un complejo organometalico segun la férmula

y/o

porque el fluoréforo (A) se selecciona de tetra(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)terbio(lll), tris(piridin-2-carboxilato)(4-
hidroxipiridin-2-carboxilato)-terbio(lll), bis(piridin-2-carboxilato)-bis(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)terbio(lll), (piridin-2-
carboxilato)-tris(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)-terbio(lll) y/o sus derivados y/o porque el fluoréforo (A) es un
compuesto de férmula general

[Tby(Pic)y(Pic-Y),]“ %,
en la que en la férmula mencionada anteriormente

» Tb es terbio(lll),

* Pic es picolinato,

* Y es un grupo funcional, particularmente seleccionado del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato,
tioisocianato, epoxi, tiol y hidroxilo, preferentemente de un grupo hidroxilo,

* X €s un numero entero de 1 a 4, particularmente 1 6 2, preferentemente 1 e
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* y y z son respectivamente un nimero enterode 0 a4 cony + z = 4.

5. Uso segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el fluoréforo (B) es un complejo organometalico segun la férmula

— y e
S
O N O
_.0\\/.#’\0—'""'—"‘
HO\;N’?IE\U\OH
0 N/ O
0 v
OH

y/o

porque el fluoréforo (B) se selecciona de tetra(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)europio(lll), tris(piridin-2-carboxilato)(4-
hidroxipiridin-2-carboxilato)europio(lll), Bis(piridin-2-carboxilato)-bis(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)europio(lll), (piridin-
2-carboxilato)-tris(4-hidroxipiridin-2-carboxilato)europio(lll) y/o sus derivados y/o

porque el fluoréforo (B) es un compuesto de férmula general

[Eux(Pic)y (Pic-Y’),]*,
en la que en la férmula mencionada anteriormente

* Eu es europio(lll),

« Pic’ es picolinato,

* Y’ es un grupo funcional, particularmente seleccionado del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato,
tioisocianato, epoxi, tiol y hidroxilo, preferentemente de un grupo hidroxilo,

* X’ s un namero entero de 1 a 4, particularmente 1 6 2, preferentemente 1 e

*y’y Z’ son respectivamente un numero enterode 0 a4 cony’ + z' = 4.

6. Uso segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque el resto organico bivalente y/o divalente es un ligador y/o espaciador y/o

porque el resto organico se selecciona de manera que entre el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) puede producirse
una transferencia de energia de fluorescencia, y/o

porque el resto organico estd acoplado y/o unido a los respectivos sustituyentes y/o a los respectivos grupos
funcionales del ligando, particularmente como se define en las reivindicaciones anteriores y/o

porque el resto organico esta unido preferentemente de manera covalente con el fluoréforo (A) y/o el fluoréforo (B),
en el que particularmente el resto organico esta unido y/o acoplado preferentemente de manera covalente a los
grupos funcionales del o de los ligandos del fluoréforo (A) y/o (B) y/o en el que particularmente el resto organico
presenta grupos funcionales aptos para la uniéon y/o el acoplamiento preferentemente covalente a los grupos
funcionales del o de los ligandos.

7. Uso segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque el resto organico es una secuencia de nucleétidos, particularmente una secuencia de ADN o ARN,
preferentemente un oligonucleétido, o comprende ésta,

en el que particularmente la secuencia de nucleotidos, particularmente en su extremo 5’ y extremo 3’, presenta
secciones de secuencia de nucledtidos complementarias, particularmente de modo que con interaccién no presente
con una molécula diana y/o estructura diana resulta una hibridacién de las secciones de secuencia de nucleotidos
complementarias.

8. Uso segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) mediante la unién particularmente covalente a una secuencia de
nucleotidos con secciones de secuencia de nucleétidos complementarias particularmente en su extremo 5 y
extremo 3’ forman una baliza molecular (BM) y/o

porque el fluoréforo (A) y el fluoréforo (B) con un resto organico forman una molécula de férmula general segun la
figura 3, en la que en esta férmula n representa un nimero entero en el intervalo de 1 a 20, particularmente de 2 a
15, preferentemente de 2 a 12.
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9. Complejo de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (complejo FRET), que presenta al menos
un primer fluoréforo (A) como fluoréforo donador y al menos un segundo fluoréforo (B) como fluoréforo aceptor,

en el que el primer fluoréforo (A) y el segundo fluoréforo (B), independientemente entre si, estdn configurados
respectivamente a base de un complejo organometalico de elementos de las tierras raras, en el que los fluor6foros
(A) y (B) presentan elementos distintos entre si de las tierras raras, seleccionados del grupo de europio y terbio,

en el que los elementos de las tierras raras en los fluordforos (A) y (B) estan complejados respectivamente con al
menos un ligando en forma de un formador de complejos y/o quelatos, en el que el ligando es acido picolinico,
picolinatos y/o sus derivados y en el que el ligando presenta sustituyentes y/o grupos funcionales para la unién y/o el
acoplamiento preferentemente covalente de moléculas preferentemente organicas, en el que los sustituyentes y/o
grupos funcionales se seleccionan del grupo de grupos amino, carboxilato, isocianato, tioisocianato, epoxi, tiol y
hidroxilo, y

en el que el fluoréforo (A) y el fluordforo (B) estan acoplados y/o unidos entre si a través de un resto organico
bivalente y/o divalente.

10. Uso de un complejo FRET segun la reivindicacion 9 para la deteccion de un acontecimiento en una muestra.

11. Uso de un complejo FRET segun la reivindicacién 9 para la interaccion con una molécula diana y/o una
estructura diana y/o para la deteccion y/o identificacion y/o para la verificacion de una molécula diana y/o una
estructura diana, particularmente mediante la interaccién del complejo FRET y/o del sistema FRET por un lado con
la molécula diana y/o la estructura diana por otro lado.

12. Uso de un complejo FRET segun la reivindicacién 9 como colorante, particularmente colorante de fluorescencia,
particularmente para fines de marcacion.

13. Uso de un complejo FRET segun la reivindicacion 9 en o como biosensores o sin embargo en o como sondas,
particularmente sondas FRET.
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