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DESCRIPCION

Amplificaciéon y secuenciacién de dianas con cebadores que comprenden unidades monoméricas formadoras de
triplex

Antecedentes

La deteccion, la amplificacion y secuenciacion de acidos nucleicos son procedimientos cruciales en biologia
molecular, en investigacion asi como en diagnoésticos clinicos y los reactivos clave en dichos procedimientos son
oligonucledtidos que actian como cebadores y/o sondas.

De gran importancia para los cebadores y las sondas son su especificidad de secuencia y también su afinidad por un
acido nucleico complementario. Estas caracteristicas se pueden modular mediante factores intrinsecos al
oligonucleétido y factores extrinsecos al oligonucleétido. Los factores intrinsecos son por ejemplo la longitud y la
composicién de la secuencia de acidos nucleicos de los oligonucleétidos. Ademas los usos de nucle6tidos no
naturales o modificaciones en la estructura son factores intrinsecos. No obstante, el nimero de nucledtidos no
naturales y unidades estructurales disponibles es limitado. De acuerdo con ello, existe la necesidad de
oligonucledtidos con modificaciones novedosas que se puedan usar en procedimientos de biologia molecular.

La solicitud de patente WO 2006/125447 describié una unidad monomérica formadora de triplex de la férmula Z (que
se describe mas adelante) y demostré caracteristicas favorables de un oligonucleétido que comprende una unidad
monomérica formadora de triplex con respecto a la formacién de triplex con un &cido nucleico bicatenario. En base a
las caracteristicas de formacioén de triplex, los autores de la solicitud de patente mencionada anteriormente sugieren
usar el oligonucleétido para la deteccion, el diagnéstico y el tratamiento. No se proporcionaron detalles ni datos de
dichos usos.

Filichev y cols., (Filichev VV, 2005) describieron la misma unidad monomérica formadora de ftriplex que el
documento WO 2006/125447 y encontraron estabilizacion del duplex paralelo y del triplex paralelo mediante
incorporacion de la unidad monomérica formadora de triplex. Ademds, encontraron desestabilizacion de de los
duplex ARN/ADN y ADN/ADN de tipo Watson-Crick cuando las unidades monoméricas formadoras de triplex se
insertaron en un oligonucleétido, en comparacion con el oligonucleétido nativo.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: La sintesis de monémeros de acidos nucleicos intercalantes que contienen un grupo 1H-fenantro[9,10-
d]imidazol-2-ilo.

Figura 2: La sintesis de mondmero de acido nucleico intercalante que contiene una modificacion de tipo Sonogahira
(i) Reaccion de 8 con 3 o reaccion de 9 con 2 ambas usando Pd(PPh3)4, Cul, DMF/Et3N, Ar. (ii) NH4OH al 32 % o
solucion etandlica de tris(2-aminoetil)amina al 50 %, a temperatura ambiente durante 2 horas después a 55 °C
durante la noche. (iii) RP-HPLC; AcOH acuoso al 80 %, AcONa acuoso 3 M, EtOH al 99 %.

Figura 3: La sintesis de 2- y 4-etinilpirenos en las posiciones para y orto de (R)-1-O-fenilmetilglicerol y su
incorporacion en oligonucleétidos

Reactivo y condiciones para la sintesis: i) H> (16211999,45 pascales (160 atm)), Pd al 10 %/C, EtOAc, 60 °C, 24
horas; i) Ac20., Alcls, ChxCly, 5 °C; iii) 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ), tolueno, 110 °C, 1 hora; iv)
DMF, POCLs; v) KOH, dioxano, reflujo, 2 horas.

Figura 4: Un grupo 1H-fenantro[9,10-d]imidazol-2-ilo.

Sumario de la invencion

Los autores de la presente invencién han descubierto que la incorporacién de una unidad monomérica formadora de
triplex (en el presente documento también denominada monémero TINA) en oligonucleétidos da sorprendentemente
una serie de caracteristicas favorables. Ademas, han descubierto que los oligonucle6tidos que comprende un
monomero formador de triplex se pueden usar como sustratos de manipulaciones enzimaticas tales como
prolongacién de cebadores.

Por tanto, un primer aspecto es un oligonucleétido de una longitud entre 5 y 60 nt (nucleétidos), que comprende al
menos una unidad monomérica TINA de la férmula Z, en el que dicho(s) monémero(s) se localiza(n) en una posicién
que tiene al menos 1 mondmero desde el extremo 3' del oligonucleétido.

Dicho oligonucleoétido se puede usar en varios procedimientos biolégicos moleculares.

Por tanto, un segundo aspecto de la invencion es un procedimiento que comprende las etapas de
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a. Proporcionar un acido nucleico plantilla

b. Proporcionar un primer cebador

c. Proporcionar una polimerasa

d. Proporcionar nucleétidos trifosfatos

e. Mezclar los componentes de las etapas a-d y proporcionar condiciones, que permitan al cebador hibridarse con la
plantilla

-en el que el cebador es preferentemente un oligonucleétido de la invencion.

Las etapas puede ser parte de una técnica de biologia molecular, tal como una reaccion de secuenciacion, una
reaccion de transcripcion o un procedimiento de amplificacion del acido nucleico diana (NAT) -tal como reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), amplificacion
mediada por transcripcion (TMA), amplificacién por desplazamiento de hebra (SDA) o reaccién en cadena de la
ligasa (LCR). Si las etapas son parte de una reaccion NAT, la reaccién NAT se puede realizar simplemente para
amplificar una region diana del acido nucleico plantilla. Como alternativa, la NAT se puede realizar de forma
cuantitativa para determinar la cantidad de una region diana del acido nucleico plantilla. Una reaccion NAT
cuantitativa (p. ej., PCR) puede comprender sondas de deteccion que pueden ser oligonucledtidos de la invencion.

Los oligonucleétidos de la invencidn son ventajosos porque permiten la modulacion de la temperatura de fusion de
un oligonucledtido, tienen una especificidad de secuencia mejorada y pueden formar triples mediante apareamiento
de Hoogsteen o apareamiento de bases de Hoogsteen inverso con acidos nucleicos bicatenarios. Ademas, algunas
realizaciones de los oligonucleétidos de la invencién tienen caracteristicas de fluorescencia Utiles.

Divulgacion de la invencion
Oligonucleoétido

En un primer aspecto, la presente divulgacién proporciona un oligonucleétido de una longitud entre 5 y 60 nt que
comprende un monémero TINA de la férmula Z, en el que dicho monémero TINA esta localizado en una posicién
que tiene al menos 1 mondmero desde el extremo 3' del oligonucleétido.

Incluso se prefiere mas una longitud entre 8 y 50 nt y lo que mas se prefiere es una longitud entre 10 y 40 nt.
Unidad monomérica formadora de triplex, Z
Z se puede describir mediante la estructura general:

X-L-11-C-1p

en la que X es una unidad monomérica estructural que se puede incorporar en la estructura de un oligonucleétido o
un analogo nucleotidico, 0 PNA, o analogos de PNA, L es un engarce, l1 es un primer intercalante que comprende al
menos un sistema conjugado esencialmente plano, que es capaz de co-apilarse con bases nucleotidicas de ADN,
ARN o analogos de las mismas, C es un conjugador opcional e |, es un segundo intercalante que comprende un
sistema conjugado esencialmente plano, que es capaz de co-apilarse con bases nucleotidicas de ADN, ARN o
analogos de las mismas.

Un mondmero de apilacién de bases flexible (Z) comprende al menos dos sistemas intercalantes |1 e I> que estan
unidos mediante un conjugador C que proporciona la rigidez estructural y la flexibilidad a la torsién necesarias. Lo
ultimo se cree que es importante para ayudar a los intercalantes a ajustarse ellos mismos en una posicion adecuada
dentro de la hélice de acido nucleico.

En una realizacion preferida, la estructura X es capaz de incorporarse dentro de un oligonucleétido de ADN, ARN,
HNA, MNA, ANA, LNA, CAN, INA, CeNA, TNA, (2'-NH)-TNA, (3'-NH)-TNA, a-L-Ribo-LNA, a-L-Xilo-LNA, B-D-Ribo-
LNA, B-D-Xilo-LNA, [3.2.1]-LNA, Biciclo-ADN, 6-Amino-Biciclo-ADN, 5-epi-Biciclo-ADN, a-Biciclo-ADN, Triciclo-ADN,
Biciclo[4.3.0]-ADN, Vicialo[3.2.1]-ADN, Biciclo[4.3.0]amida-ADN, B-D-Ribopiranosil-NA, a-L-Lixopiranosil-NA, 2'-R-
ARN, 2'-OR-ARN, 2'-AE-ARN, o-L-ARN, B-D-ARN y combinaciones y modificaciones de los mismos.

En otra realizacion, la unidad monomérica estructural X comprende un alquilendiol, tal como etilenglicol o 1-O-
metilenglicerol que opcionalmente tiene el alquilendiol parcialmente comprendido en un sistema anular, tal como
glicén. Por ejemplo, el monédmero estructural X puede ser una parte de anillos de cuatro, cinco o seis miembros que,
en Ultima instancia, tienen heteroatomos seleccionados de nitrégeno, azufre, fésforo y oxigeno. Preferentemente, el
alquilendiol une directamente las unidades monoméricas adyacentes del oligonucleétido y debe entenderse que en
la presente realizacion, el alquilendiol puede seguir formando parte de un sistema anular tal como por ejemplo
glicon.

En una realizacién, el engarce L del monémero flexible de apilacion de bases comprende 0-60 atomos.
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En otra realizaciéon, L comprende una cadena o un anillo o combinaciones de los mismos y/o sustituciones de los
mismos.

En otra realizacion mas, L comprende una cadena de alquilo o una cadena de oxoalquilo o una cadena de azaalquilo
0 una cadena de tiaalquilo o un grupo carboxamida o un grupo tiocarboxamida o un grupo sulfonamida o
combinaciones de los mismos.

La combinacion de X y L proporciona un sistema que coloca al sistema intercalante de 11-C-lz en el nacleo de las
hélices de acido nucleico con capacidad para apilarse con bases de acido nucleico.

I+ del monémero de aplicacién de bases flexible es un primer intercalante que comprende al menos un sistema
conjugado esencialmente plano, que es capaz de co-apilarse con bases nucleicas del ADN, ARN o analogos de las
mismas.

En una realizacién, |1 es un sistema anular aromatico monociclico o policiclico seleccionado opcionalmente del grupo
de un benceno, naftaleno, azuleno, sistemas anulares heteroaromaticos biciclicos y sustituciones de los mismos.

En una realizacion preferida, |1 se coloca con L y C en la posicién 1,2 del sistema anular aromatico monociclico o
policiclico.

En otra realizacion mas, |1 se coloca con L y C en la posicion 1,3 del sistema anular aromatico monociclico o
policiclico.

En otra realizacion, |1 se coloca con Ly C en la posicion 1,4 del sistema anular aromatico monociclico o policiclico.
En una realizacién mas preferida |1 es un anillo de benceno con L y C en una posicién orto o para.

C del monémero de apilacion de bases flexible es un conjugador opcional. En una realizacién preferida en la que C
es no opcional, C se selecciona del grupo de un alquilo de 1 a 12 carbonos, alquenilo de 2 a 12 carbonos, alquinilo
de 2 a 25 carbonos o diazo o combinaciones de los mismos con una longitud de no mas de 25 atomos de carbono
y/0 nitrégeno.

En una realizacion alternativa, el monémero de apilacién de bases flexible no contiene ningin conjugador. Por tanto,
l1 e I2 pueden estar unidos directamente, por ejemplo mediante un sistema conjugado.

En otra realizacion, C se selecciona del grupo que consiste en anillos aromaticos de cadena lineal o de cadena
ramificada o monociclicos y sustituciones de los mismos que en Ultima instancia tienen heteroatomos seleccionados
de nitrégeno, fésforo y oxigeno.

En otra forma de realizacion mas, el alquenilo de C es un acetileno o varios acetilenos.

En una realizacion preferida, la longitud de unidad de la unidad monomérica estructural X que incluye un atomo de
fosforo es menor de 6 atomos, en la que la longitud de la unidad estructural es la distancia mas corta de un
monémero a otro.

En una realizacién preferida, el resto de union L tiene una longitud de al menos 2 atomos y en Gltima instancia posee
heteroatomos seleccionados de nitrégeno, azufre, fésforo y oxigeno. Preferentemente, el resto de unién L tiene una
longitud entre 2 y 10 4&tomos, mas entre 2 y 5 atomos. En una realizacién mas preferida, el resto de unién tiene una
longitud de 3 atomos correspondiente a 5 enlaces entre X e |y.

l> del mondémero de aplicacion de bases flexible es un segundo intercalante que comprende al menos un sistema
conjugado esencialmente plano, que es capaz de co-apilarse con bases nucleicas del ADN, ARN o analogos de los
mismos.

En una realizacion preferida, l> se selecciona del grupo de sistemas anulares aromaticos biciclicos, sistemas
anulares aromaticos ftriciclicos, sistemas anulares aromaticos tetraciclicos, sistemas anulares aromaéticos
pentaciclicos y analogos heteroaromaticos de los mismos y sustituciones de los mismos.

En una realizacién particular, Iz es un grupo 1H-fenantro[9,10-d]imidazol-2-ilo o pireno (figura 4).

En una realizacion preferida, el mondémero de apilacién de bases flexible es parte de un oligonucleétido o analogo
del oligonucleoétido.

En otra realizacién preferida, el monémero de apilacion de bases flexible se adapta para incorporar en un
oligonucledtido.
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En una realizacién preferida, el mondémero de apilacion de bases flexible para incorporar en un oligonucleétido se
selecciona del grupo de una fosforoamidita, una fosforodiamidita, un fosforodiéster, un fosforotriéster, un fosfonato,
un H-fosfonato, un fosfito, un clorofosfito, una clorofosforoamidita, una fosfonoamidita, una fosfonocloridita, un
trifosfato, un bifosfato.

En una realizacion mas preferida, el monémero de apilacion de bases flexible (Z) se puede describir mediante la
féormula:
R

O= I?—O_

en la que R se selecciona del grupo de ariletinilo, pirenetinilo y 1H-fenantro[9,10-d]imidazol-2-ilo, el grupo R puede
estar sustituido en la posicion orto, meta o para del benceno. Mas preferidas son las posiciones orto y para.

Realizaciones de oligonucleétidos

El oligonucleétido de la invencion tiene varias aplicaciones sorprendentes y beneficiosas, como quedara claro a
partir de otros aspectos de la invencion y de los ejemplos. Un uso principal de dicho oligonucleétido es para la
prolongacién de cebadores en técnicas de biologia molecular tales como amplificacion de la diana de acido nucleico
(p. €j., PCR) o secuenciacion de acido nucleico.

En una realizacion preferida, el oligonucleétido comprende una serie de monémeros TINA seleccionados del grupo
que consiste en 1, 2, 3,4, 5,6 y 7 y en el que dichos monémeros TINA estan localizados en una posicion que tiene
al menos 1 monémero desde el extremo 3’ del oligonucleétido, es decir el primer monémero del oligonucledtido no
es un monémero TINA.

Preferentemente, los monémeros TINA no se colocan adyacentes entre si, es decir estan separados por al menos
un mondémero nucleotidico del oligonucleétido. Incluso se prefiere mas una separacién de 2 o 3 unidades
monoméricas nucleotidicas. Se prefiere mas una separacién de 5 o 6 o 10, 11 o 12 que corresponden a
respectivamente 2 giro de hélice o un giro de hélice.

Dado que una polimerasa habitualmente siente las caracteristicas del cebador hibridado con la plantilla, el
monomero TINA se localiza preferentemente al menos 1 monémero desde el extremo 3’ del oligonucleétido. Por otro
lado, la polimerasa no aceptara al oligonucleétido como cebador. La posicion que se puede permitir puede variar de
una polimerasa a otra polimerasa.

Por tanto, en una realizacion preferida, los monémeros TINA se localizan en una posicién seleccionada del grupo
que consiste en al menos 2 monémeros desde el extremo 3’ del oligonucleétido, al menos 3 mondémeros desde el
extremo 3’ del oligonucleétido, al menos 4 monémeros desde el extremo 3 del oligonucleétido, al menos 5
monomeros desde el extremo 3’ del oligonucleétido, al menos 6 mondmeros desde el extremo 3’ del oligonucledtido,
al menos 7 mondémeros desde el extremo 3’ del oligonucleétido, al menos 8 mondémeros desde el extremo 3’ del
oligonucledtido, al menos 9 mondmeros desde el extremo 3’ del oligonucleétido, al menos 10 monémeros desde el
extremo 3’ del oligonucleétido, al menos 11 monémeros desde el extremo 3’ del oligonucleétido, al menos 12
monomeros desde el extremo 3’ del oligonucledtido, al menos 13 mondémeros desde el extremo 3 del
oligonucleétido, al menos 14 mondmeros desde el extremo 3’ del oligonucleétido y al menos 15 monémeros desde el
extremo 3’ del oligonucleétido.

Lo més preferido es una posicion de al menos 6 mondémeros desde el extremo 3’ del oligonucleétido.

En ofra realizacion, las unidades monoméricas TINA se localizan en una posicién que no esta a mas de 5
monomeros del extremo 5’ del oligonucleétido, tal como 4, 3, 2 y 1 mondmeros desde el extremo 5 del
oligonucleétido. En una realizacién, el monémero TINA se localiza en el extremo 5’ del oligonucleétido.

Preferentemente, el oligonucledtido de la invencién comprende ademas unidades monoméricas seleccionadas del
grupo que consiste en unidades de ADN, unidades de ARN, unidades de LNA y unidades 2’-OH-modificadas. Como
se entendera, la expresién unidad monomérica se usa para las unidades repetitivas de un oligonucleétido, es decir
habitualmente nucleétidos. Una unidad monomérica puede ser también un monémero de PNA (monémero de acido
nucleico peptidico).
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Se puede desear que la incorporacion de unidades monoméricas no naturales tales como monémeros de LNA,
monomeros de PNA o unidades 2’-OH-modificadas incremente la temperatura de fusion del oligonucleétido
hibridado a una hebra plantilla complementaria. Algunas unidades monoméricas también se pueden usar para
disminuir la temperatura de fusién del oligonucleétido hibridado con una hebra plantilla complementaria. Si el
oligonucleétido se va a usar en extractos celulares, las unidades monoméricas modificadas también se pueden usar
para prevenir o reducir la degradacién enzimatica del oligonucle6tido.

En una realizacion preferida, el oligonucledtido de la invencion no comprende ninguna unidad monomérica de ARN
sin modificar. La presencia de unidades monoméricas de ARN en un oligonucleétido a menudo disminuira la
estabilidad, es decir hace al oligonucleétido mas propenso a la degradacién nucleolitica.

En una realizacion, el oligonucleétido de la invencién comprende una tira contigua de 3-desoxinucleétidos en el
extremo 3 para asegurar la iniciacién adecuada de la polimerizacién. Esto se desea porque algunas ADN y ARN
polimerasas tienen un requerimiento de monémeros de ADN en el extremo 3' del cebador. No obstante, la mayoria
de las polimerasas no tienen este requerimiento.

El oligonucledtido de la invencion puede comprender un sitio de restriccién. Una restriccion es una secuencia que
permite que una enzima de restriccion escinda el oligonucleétido. Habitualmente, la secuencia de restriccion es
palindrémica y habitualmente, la enzima de restriccion escinde los acidos nucleicos bicatenarios, en los que el
oligonucleotido deberia estar apareado con sus bases con un oligonucleétido complementario para la digestion de
restriccion. Algunas enzimas de restriccion también pueden digerir acidos nucleicos monocatenarios. Ejemplos de
enzimas de restriccién son EcoRI, BamHI y Xhol. Cuando el oligonucleétido de la invencién se usa para la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), los sitios de restricciébn se pueden incorporar en el oligonucleétido de la
invencion para facilitar la clonacion del producto de la PCR. El sitio de restriccién normalmente estara presente en el
extremo 5' del oligonucleotido.

Marcadores

El oligonucleodtido de la invencién puede comprender un pigmento indicador. Preferentemente, el pigmento indicador
se selecciona del grupo que consiste en FAM™, TET™, JOE™, VIC™, SYBR® Green, 6 FAM, HEX, TET, TAMRA,
JOE, ROX, Fluoresceina, Cy3, Cy5, Cy5.5, Rojo Texas, Rodamina, Verde Rodamina, Rojo Rodamina, 6-
CarboxiRodamina 6G, Alexa Fluor, Verde Oregdn 488, Verde Oregdn 500 y Verde Oregén 514.

Preferentemente, el oligonucleétido también comprende un pigmento inactivador. En una realizacion preferida, el
pigmento inactivador se selecciona del grupo que consiste en TAMRA™, Black Hole Quencher™, DABCYL, BHQ-1,
BHQ-2, DDQ |, DDQ Il y Eclipse Dark Quencher.

El uso de pigmentos indicadores e inactivadotes es deseable porque permite varios tipos de cuantificaciones, tanto
cuando el oligonucleétido de la invencion se usa como un cebador como cuando el oligonucleétido de la invencién
se usa como una sonda de deteccion durante o después del procedimiento NAT.

Habitualmente, el pigmento indicador y el pigmento inactivador se localizan cerca uno de otro en el oligonucleétido
de la invencion, lo que permite que el pigmento inactivador inactive la fluorescencia inducida por laser emitida por el
indicador. Cuando el oligonucledtido se une a una hebra plantilla complementaria, el pigmento indicador y el
pigmento inactivador se separan uno de otro de un modo tal que el inactivador ya no inactiva la sefial del indicador.

Por tanto, en una realizacion, el oligonucleétido es capaz de formar una estructura tallo-bucle, en la que el pigmento
inactivador y el indicador se acercan en el tallo. En una realizacion, el oligonucleétido es una denominada baliza
molecular. El inactivador y el indicador ya no estan cerca cuando las bases de la baliza molecular se aparean con
una hebra plantilla. Por tanto la senal inducida por laser del pigmento indicador ya no se inactiva mas. En otra
realizacién, el oligonucledtido es lo que se denomina cebador escorpion. El cebador escorpion comprende un tallo-
bucle que se vuelve a plegar cuando el cebador estd prolongado. De este modo, el pigmento indicador y el
inactivador ya no estan cerca y la sefial del pigmento indicador ya no se inactiva mas.

En una realizaciéon alternativa, el pigmento indicador y el pigmento inactivador estan presentes en dos
oligonucledtidos diferentes. En esta realizacion, el indicador y el inactivador se acercan cuando las bases de los dos
oligonucledtidos se aparean con sitios adyacentes en una hebra plantilla. Preferentemente, los dos oligonucleétidos
estan separados por no mas de 3 nucledtidos.

En otra realizacibn mas, el oligonucleétido es lo que se denomina sonda tagman. La sonda tagman es
complementaria a la region entre los dos sitios de unién al cebador del acido nucleico plantilla y por tanto sus bases
se aparean en esta regién. Cuando una polimerasa prolonga un cebador se encontrara con la sonda tagman y a
modo de su actividad 5-3' exonucleasa, digerira la sonda tagman. De este modo, el pigmento indicador e inactivador
de la sonda Tagman se separan entre si.
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En lugar de usar un pigmento indicador y un pigmento desactivador, se puede usar un asi llamado par FRET (agente
de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) que comprende una fluoréforo donante y un fluoréforo
aceptor. Cuando el fluoréforo donante se excita por una fuente de luz externa emite luz a una longitud de onda que
excita el fluoréforo aceptor, que a su vez emite luz a una longitud de onda diferente que se puede detectar y medir.
La energia solamente se transfiere desde el donante al aceptor si el fluor6foro donante y el fluoréforo aceptor estan
muy cerca.

Entre los pares FRET preferidos se incluyen BFP-YFP, CFP-YFP, GFP-DsRed, GFP-Cy3, GFP-mOrange, YFP-RFP,
FAM-ROX, FAM-Cy5, FAM-Hex, FAM-TAMRA y Cy3-Cy5.

En otra realizacién mas, el oligonucledtido de la invencion comprende una secuencia promotora de ARN, tal como
una secuencia promotora de la ARN polimerasa de T7, una secuencia promotora de la ARN polimerasa de T3 o una
secuencia promotora de la ARN polimerasa de SP6. Dicho oligonucleétido es de interés porque se puede hibridar
con la hebra plantilla complementaria y dirigir transcripcién de ARN de la hebra plantilla mediada por la ARN
polimerasa. Por tanto, el oligonucleotido se puede usar para amplificacion mediada por transcripcion (TMA).

Procedimiento de la invencion

Un segundo aspecto de la invencién es un procedimiento que comprende las etapas de

a. Proporcionar un acido nucleico plantilla

b. Proporcionar un primer cebador

c. Proporcionar una polimerasa

d. Proporcionar nucleétidos trifosfatos

e. Mezclar los componentes de las etapas a-d y proporcionar condiciones, que permitan que el cebador se hibride
con la plantilla

Preferentemente, el primer cebador es un oligonucleotido segun se describe en las realizaciones del primer aspecto.
Como quedara claro, diversas realizaciones del procedimiento del segundo aspecto requeriran o podran requerir
diferentes realizaciones de los oligonucleotidos descritos en el primer aspecto.

En una realizacién preferida, el procedimiento comprende ademas una etapa de:

f. En condiciones que permiten prolongacion del cebador, prolongar el primer cebador hibridado con la plantilla.

En una realizacion alternativa descrita con mas detalle a continuacion, el cebador no se prolonga. En su lugar la
base del cebador apareada con el acido nucleico plantilla permite la transcripcion del ARN. Por tanto, el cebador
comprende una secuencia promotora de la ARN polimerasa.

Secuenciacion de acido nucleico

En una realizacién preferida, el cebador se marca con fluorescencia.

En ofra realizacion, una fraccion de los nucleétidos trifosfatos consiste en didesoxinucleétidos trifosfatos. En una
realizacién preferida, los didesoxinucleétidos trifosfatos incluidos estan marcados con fluorescencia,
preferentemente con diferentes marcadores fluorescentes. Como reconocera el experto en la técnica, el uso de un

cebador fluorescente o didesoxinucle6tidos marcados con fluorescencia son Utiles para secuenciar acidos nucleicos.

En una realizacion relacionada, ni el cebador ni los didesoxinucleétidos estdn marcados con fluorescencia, ya que
dicho marcaje es innecesario para la pirosecuenciacion.

Amplificacion de la diana

En una realizacién preferida, el procedimiento comprende ademas las etapas de

g. Proporcionar un segundo cebador que es complementario al primer producto de prolongacion de la etapa f

h. Desnaturalizar el producto de la etapa f

i. En condiciones de prolongacion del cebador, prolongar el segundo cebador hibridado con el primer producto de
prolongacion

Por tanto, se puede hacer referencia a las etapas g-i como sintesis de la segunda hebra.

En una realizacién, el acido nucleico plantilla es ARN, por lo que la polimerasa es una transcriptasa inversa.

En una realizacion preferida, el segundo cebador es un oligonucleétido de la invencion y en otra realizacién mas,
tanto el primero como el segundo cebador son un oligonucleétido de la invencion.
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Si las etapas de desnaturalizacion, hibridacion y prolongacién se repiten, dichos ciclos permiten la amplificacion de
la secuencia diana y se reconocera como PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).

Preferentemente se realizan al menos 10 repeticiones de desnaturalizacion, hibridacién y prolongacion.
Habitualmente se realizan 30-45 ciclos.

Como se producen ciclos de la temperatura, es importante que la polimerasa sea termoestable. Por otro lado, la
polimerasa tendra que afadirse después de cada etapa de desnaturalizacion.

Amplificacion mediada por transcripcion (AMT)

Como se ha mencionado, una realizaciéon de la invencion implica transcripcién. Por tanto, el primero o el segundo
cebador comprende una secuencia promotora del ARN que permite la transcripcién. El acido nucleico plantilla puede
ser ADN o ARN. Si la plantilla es ARN, para la sintesis de la primera hebra se usara una transcriptasa inversa. Tras
la sintesis de la primera hebra se puede realizar la sintesis de la segunda hebra para generar una secuencia
promotora bicatenaria. Como alternativa, se puede generar una secuencia promotora bicatenaria afiadiendo un
oligonucledtido complementario a la secuencia promotora de ARN del primer cebador.

Amplificacion por desplazamiento de hebra (ADH)

En una realizacién preferida, el procedimiento NAT es una reaccién de amplificacién isotérmica por desplazamiento
de hebra. En la presente realizacién, el procedimiento comprende un tercer y un cuarto cebador y también una
enzima de restriccion. El tercer y el cuarto cebador se denominan cebadores de proteccién que se usan para
desplazar los productos de prolongacién de los cebadores internos (los cebadores primero y segundo). Cuando los
productos de prolongacion de los cebadores internos se desplazan desde la hebra plantilla se pueden unir a otro
cebador (interno) para la prolongacién. Cuando este cebador se ha prolongado, la enzima de restriccién produce
una hebra del producto bicatenario. La realizacion de la mella es posible porque los cebadores internos comprenden
un sitio de restriccion. No obstante, solo se escindira una de las hebras bien debido a la presencia de una
modificacién en el cebador, o bien debido a que el producto de prolongacion contiene nucleétidos modificados (p. €j.,
dCTPaS) que solo permitiran que la enzima de restriccion escinda el cebador original (que contiene nucleétidos no
modificados). La modificacién puede ser, por ejemplo, la presencia de un enlace fosforotioato. De este modo se
permite la amplificacion isotérmica exponencial del acido nucleico. 1, 2, 3 0 4 de los cebadores pueden ser
oligonucle6tidos de la invencion.

En una realizacién preferida, los cuatro cebadores son oligonucleétidos de la invencion.
Reaccion en cadena de la ligasa (LCR)

La reaccion en cadena de la ligasa (LCR) es un procedimiento de amplificacion de ADN similar a la PCR. La LCR
difiere de la PCR porque amplifica la molécula sonda en lugar de producir amplicones mediante polimerizacién de
nucleétidos. Se usan dos sondas por cada hebra de ADN y se ligan para formar una Unica sonda. La LCR usa una
enzima ADN polimerasa y una enzima ADN ligasa para dirigir la reaccion. Como la PCR, la LCR requiere un ciclador
térmico para dirigir la reaccion y cada ciclo tiene como resultado una duplicacion de la molécula de acido nucleico
diana. La LCR puede tener mayor especificidad que la PCR. El término LCR abarca tanto LCR convencional, como
LCR por huecos, LCR por huecos asimétrica y variaciones de las mismas.

En una realizacion al menos una de las sondas de la LCR por hebra de ADN es un oligonucleétido de la invencion.
En una realizacién concreta de la invencidn, cuatro sondas de LCR son oligonucleétidos de la invencion.
PCR cuantitativa

Es un objeto de la presente invencién proporcionar procedimientos de realizacion de PCR cuantitativa (PCRc). Por
tanto, en una realizacién, la mezcla de reaccién comprende adicionalmente una sonda de detecciéon que comprende
una secuencia que es complementaria de una regién entre el primero y el segundo sitios de unién del cebador del
primero o el segundo productos de prolongacion o al primero o al segundo sitio de union del cebador.

En una realizacion preferida, la sonda es una sonda marcada doble que sera digerida por la actividad 5-3'-
exonucleolitica de la polimerasa. Dicha sonda a menudo se denomina sonda Tagman. Como se ha descrito
anteriormente, los marcadores de la sonda habitualmente son un pigmento indicador y un pigmento inactivador. Por
tanto, el pigmento inactivador inactiva la sefal del pigmento indicador si ambos marcadores estan presentes en la
misma sonda. Si se digiere la sonda, la sefial del pigmento indicador ya no se inactivara. Por tanto, la sefal del
pigmento indicador correlacionara con la cantidad de hebra plantilla en la reaccion, es decir, la sefial se puede usar
para seguir el curso de la reaccion de amplificacion.
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En ofra realizacion, la sonda puede formar una estructura tallo-bucle. También como se ha descrito anteriormente,
un pigmento indicador y un pigmento inactivador se pueden localizar en el tallo de un modo tal que el inactivador
inactiva la sefnal del pigmento indicador. Cuando las bases de la sonda se aparean con una hebra plantilla, el
pigmento indicador y el pigmento inactivador se separan, por lo que la sefial del pigmento indicador ya no se
inactiva. Dichas sondas a menudo se denominan balizas moleculares.

Un tipo relacionado de sonda es la denominada sonda escorpion. Realmente estas sondas funcionan como
cebadores y se repliegan cuando se prolongan y de este modo el pigmento inactivador se separa del pigmento
indicador. Por tanto, el primero o el segundo cebador del procedimiento de la invenciéon puede ser una sonda
escorpion para facilitar la PCRc.

Como una alternativa a tener la hebra plantilla que haga que el pigmento indicador y el pigmento inactivador de una
sonda se separen, la hebra plantilla también puede hacer que se acerquen mucho. En dicha realizacion, los
marcadores se pueden localizar en dos sondas separadas. Por tanto, en una realizacién preferida, la mezcla de
reaccién comprende ademas una segunda sonda que es complementaria a una regién entre el primero y el segundo
sitios de union al cebador del primero o el segundo productos de prolongacion y en la que las bases de la primera y
la segunda sonda se aparearan con sitios adyacentes, de modo que une el extremo 3’ de una sonda cerca del
extremo 5’ de la otra sonda.

Como se ha mencionado en lo que antecede, en lugar de usar un pigmento indicador y un pigmento indicador, se
puede usar un asi llamado FRET (agente de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) que
comprende un fluoréforo donante y un fluoréforo aceptor.

Cualquiera de las sondas de deteccién mencionadas en lo que antecede podria ser un oligonucleétido de la
invencion y por tanto comprende una unidad Z.

En lugar de usar una sonda para detectar el producto de la reaccion PCR se puede usar un pigmento indicador
especifico bicatenario. Por tanto, en una realizacion preferida, la mezcla de reaccion comprende ademas pigmentos
indicadores especificos bicatenarios, tales como SYBR verde |, SYBR verde |l y SYBR oro.

Sonda de deteccion de triplex

En una realizacion preferida, la mezcla de reaccién comprende ademas una sonda formadora de triplex (SFT) que
puede formar un triplex con el producto de prolongacién (p. ej., un producto de PCR). Si la sonda formadora de
triplex comprende una unidad monomeérica Z, la formacion de triplex se puede medir directamente mediante emision
de luz excitada por una fuente de luz laser/externa.

No obstante, cualquiera de los sistemas de pigmentos indicadores anteriores, incluyendo pares FRET se puede usar
junto con una sonda de deteccién formadora de triplex. Por tanto, en una realizacién preferida, la sonda formadora
de triplex puede formar una estructura de tipo tallo-bucle en analogia con una baliza molecular.

También en analogia con las sondas de deteccion descritas anteriormente, la mezcla de reaccion puede comprender
una segunda sonda formadora de triplex, que forma un triplex adyacente al triplex formado con la primera sonda
formadora de triplex. Preferentemente, la primera y la segunda sonda formadora de triplex comprenden un pigmento
indicador y un pigmento inactivador, respectivamente. Como alternativa, preferentemente comprenden un par FRET.

Las dos sondas formadoras de triplex se pueden unir a través de un engarce tal como un engarce C18, un engarce
PEG, un C9, un C7, un C6, un ciclohexano, un ciclooctano, un etilendxido o cualquier combinacién de los mismos.

En otra realizacion, la formacion de triplex se consigue mediante dos sondas de deteccion de oligonucleétidos
separadas y el producto de prolongacién monocatenario. Una sonda de deteccion de oligonucleétidos forma un
duplex antiparalelo con el producto de prolongacion monocatenario del primero o el segundo cebador y una segunda
sonda de deteccion de oligonucleétidos forma un triplex paralelo con el duplex antiparalelo que consiste en el
producto de prolongacion monocatenario y la primera sonda de deteccién de oligonucleétidos.

En otra realizacion mas, el TFO se designa como: O1-L-O2, donde O1 y O2 son oligonucleétidos y L es un engarce
(p. €j., como se ha descrito en lo que antecede) entre O1 y O2. O1 forma un duplex antiparalelo con el producto de
prolongacién monocatenario del primero o del segundo cebador y O2 se vuelve a plegar sobre el duplex antiparalelo
para formar un triplex paralelo.

En otra realizacion mas, el TFO forma un triplex paralelo con el producto de prolongacién bicatenario.

Cualquiera de las sondas de deteccién mencionadas anteriormente puede ser un oligonucleétido de la invencion y
por tanto, comprender un mondémero TINA de la férmula Z para una especificidad de secuencia mejorada o una
temperatura de fusién mayor de la sonda de deteccion de bases apareadas con una secuencia complementaria. En
una realizacién, el monémero TINA se puede usar para disminuir la temperatura de fusion de la sonda de deteccion.
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Cuando la sonda de deteccion es una sonda formadora de triplex, se prefiere que comprenda una tira contigua de al
menos 3 pirimidinas y preferentemente no méas de 15 pirimidinas. En otra realizacién preferida, la sonda de
deteccion comprende una tira contigua de al menos 3 purinas y preferentemente no mas de 15 purinas.

Estabilizacion de triplex de hibridacion de cebadores

En una realizacion preferida en relacion con NAT, la reaccién comprende ademas un oligonucleétido formador de
triplex que puede formar un triplex con la base del primer cebador apareada con una hebra plantilla o con la base
del segundo cebador apareada con la hebra plantilla.

Por tanto, el oligonucleétido formador de triplex estabilizara el apareamiento de bases entre el cebador y la plantilla.

En una realizacion preferida, el extremo 3’ del cebador tiene una serie de nucleétidos que no estan montados en la
formacion de triplex, seleccionandose dicho nimero del grupo que consiste en al menos 5 nucleétidos, al menos 7
nucleétidos, al menos 10 nucleétidos, al menos 13 nucleétidos y al menos 16 nucleétidos.

En otra realizacion preferida, el numero de nucledtidos que no estan en la formacion del triplex es al menos 3 y de
no mas de 25 nt, preferentemente al menos 5 y no mas de 20 nt, méas preferentemente al menos 7 y no mas de 18
nt.

Como alternativa al uso de un cebador y un TFO, ambas funcionalidades se pueden incluir en el mismo
oligonucledtido. Por tanto, una primera parte del oligonucleé6tido forma un dlplex antiparalelo con el acido nucleico
plantilla y una segunda parte del oligonucleétido se pliega para formar un triplex. Preferentemente, la primera parte
del oligonucleétido comprende el extremo 3’ del oligonucledtido. El oligonucleétido puede tener la formula: O1-L-O2,
donde O1 y O2 son oligonucle6tidos y L es un engarce entre O1 y O2.
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Ejemplos

Ejemplo 1

Los acidos nucleicos intercalantes girados (TINA) aumentan sorprendentemente la Ta y la ATa en la PCR
Introduccioén:

Acidos nucleicos intercalantes girados (TINA) es un intercalante disefiado para estabilizar el ADN triplex de
Hoogsteen, pero, sorprendentemente también en condiciones especiales puede estabilizar las formaciones de
duplex antiparalelos de Watson-Crick. Aunque no se habia previsto, se planifico investigar si los cebadores TINA-
ADN podran aumentar la temperatura de hibridacién (Ta) y delta Ta (ATa) de cualquier reaccién de PCR o variacién
del mismo (p. ej., PCR/RT-PCR cualitativa clasica (“de punto final”), PCR/RT-PCR cuantitativa clasica (“de punto
final”), PCR/RT-PCR cualitativa en tiempo real, PCR/RT-PCR cuantitativa en tiempo real). El efecto de este
incremento de la Ta y la ATa sera doble: Un incremento en la Ta reducira por si mismo la probabilidad general de
que un cebador de PCR hibride de forma inespecifica y el incremento en la ATa también reducira la probabilidad de
una unién inespecifica. Este incremento de la hibridacion especifica del cebador se puede usar aumentando la
especificidad global de un ensayo dado. Como alternativa, “relajando” la rigurosidad de la hibridacion del cebador se
puede conseguir un incremento de la sensibilidad sin comprometer la especificidad en comparaciéon con un ensayo
idéntico sin TINA-ADN. Asimismo, con respecto a la sonda interna en las reacciones de PCR en tiempo real, un
incremento en la Ta reducirda por si mismo la probabilidad general de que una sonda de PCR hibride de forma
inespecifica y el incremento en la ATa también reduciré la probabilidad de una unién inespecifica.

Materiales y procedimientos:
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Cebador par PCR de duplex antiparalelo ADN / TINA-ADN:

Como un modelo del sistema de PCR se eligié el sistema con control positivo interno en la Section for Molecular
Biology. Department of Clinical Microbiology, Hvidovre Hospital, Copenhagen Dinamarca. El acido nucleico del
herpesvirus alfa de foca, herpesvirus de focido de tipo 1 (PhHV-1) se extrajo del siguiente modo: 200 ul de la
suspension del cultivo viral se purificaron usando el protocolo "Total NA Serum_Plasma_Blood" en un instrumento
MagNA Pure LC instrument (Roche, n.® de cat. 12236931001) en combinacién con el kit MagNA Pure LC Total
Nucleic Acid lIsolation Kit (Roche, n.® de cat. 03038505001) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
(Brevemente, el material de muestra se introduce en los pocillos del cartucho para muestras, se afiade a la muestra
tampdn de lisis/unién, lo que tiene como resultado una lisis celular completa y la liberacion de acidos nucleicos, se
desnaturalizan las nucleasas, se afade proteinasa K a las muestras y las proteinas se digieren, los acidos nucleicos
se unen a la superficie de silice de las MG afiadidas debido a las condiciones de sales caotropicas, isopropanol y a
la elevada fuerza ionica del tampo6n de lisis/union. Las MGP con &cidos nucleicos unidos se separan
magnéticamente de la muestra lisada residual. Las MGO con &cidos nucleicos unidos se lavan repetidamente con
tampo6n de lavado eliminando las sustancias no unidas, como proteinas (nucleasas), membranas celulares,
inhibidores de la PCR tales como heparina o hemoglobina y reduciendo la concentracion de sales caotrédpicas, de
nuevo las MGP con &cido nucleico total unido se separan magnéticamente del tampén de lavado que contiene
residuos de la muestra, los acidos nucleicos eluyen a 70 °C de las MGP en los pocillos del cartucho de elucién,
mientras que las MGP quedan retenidas en la punta de reaccion y se desechan). El acido nucleico purificado se
eluyé en un volumen de 100 pl correspondiente a una concentracion de aproximadamente 300.000 copias de
virus/ml.

1. PCR del ADN: En primer lugar, se realizd6 una optimizaciéon usando 3.000 copias del PhHV-1 y diferentes
concentraciones de los dos cebadores (Cebador 1: 55GGGCGAATCACAGATTGAATCTS3'(SEC ID N.2: 1) Cebador 2:
5'GCGGTTCCAAACGTACCAAZ', (SEC ID N.2: 2)), MgClz y polimerasa TAQ. Tras la eleccion de variables para PCR
Optimas, la temperatura maxima de hibridacion (Ta) se identificé usando un termociclador de gradiente Eppendorf
MasterCycler con los siguientes parametros de PCR: 42 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, gradiente a 60-72 °C
durante 2 minutos y la posterior visualizacién mediante electroforesis de 7,5 ul of de 50 pul del producto de PCR en
un gel de agarosa al 4% a 3 V/cm durante 30 min. Después, se construyeron cebadores con una Unica mutacion
puntual (MutPrimer 1 5'GGGCGAATCACAGATTGAGTCT3, (SEC ID N.% 3), Cebador Mutado 2:
5'GCGGTTCCAAACGTATCAA®', (SEC ID N.%: 4), negrita=mutacion) y se determin6 la ATa para la mutacion.

2. TINA-PCR: Usando las condiciones 6ptimas para una PCR de ADN clasica como se ha descrito anteriormente se
describi6 la Ta méxima para los cebadores 5-TINA-ADN (cebador 1 modificado para TINA:
5'’XGGGCGAATCACAGATTGAATCT3, (SEC ID N.2 5), Cebador modificado para TINA 2:
5'XGCGGTTCCAAACGTACCAAZ', (SEC ID N.% 6), - X=TINA). Después, se construyeron cebadores con una unica
mutacion puntual (Cebador mutado 1 modificado para TINA: 5XGGGCGAATCACAGATTGAGTCT3', (SEC ID N.%
7), Cebador mutado modificado para TINA 2: 5XGCGGTTCCAAACGTATCAA3Z', (SEC ID N.%: 8), - X=TINA,
negrita=mutacioén) y se determiné la ATa para la mutacion.

Resultados:

Condiciones optimas de PCR:

Mediante intensidad en electroforesis en gel de agarosa se eligid la siguiente combinacién de variables para la
reaccion de PCR del PhHV-1 en un volumen de reaccién de 50 pl:

Tampédn TagMan A (Applied Biosystems) 1x, MgClz 3,5 mM, dNTP 200 uM cada uno,

1U/50 pl de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems).

TayATa:

PCR Duplex Antiparalelo: La Ta maxima para los cebadores de ADN fue 66,5 °C y la ATa para la mutacién fue 1,6
°C. La Ta méaxima para los cebadores de TINA-ADN fue 71,6 °C y la ATa para la mutacion fue 3,5 °C

Conclusion:

PCR Duplex Antiparalelo: La incorporacion de TINA aument6 la Ta maxima con 5,1 °C (de 66,.5 °C a 71,6 °C) y la
ATa para la mutacién Unica aument6 con 1,9 °C (de 1,6 °C a 3,5 °C).

Ejemplo 2

Sintesis de monomeros de acido nucleico intercalados que contienen un grupo 1H-fenantro[9,10-d]imidazol-
2-ilo.
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La via sintética hacia los mondémeros de &cido nucleico intercalantes ((6a,b) se muestra en la figura 1. Los
intermedios clave 3a,b se sintetizaron a partir de (S)-2-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)etanol (1) mediante reaccién con
4-hidroxibenzaldehido (2a) o 4-hidroxi-1-naftaldehido (2a) o 4-hidroxi-1-naftaldehido (2b) en condiciones de
Mitsunobu 32 (DEAD, THF y Ph3P) con altos rendimientos del 81 % y del 92 %, respectivamente (figura 1). El
posterior tratamiento de 3a,b con fenantreno-9,10-diona (4) y acetato amdnico en acido acético glacial caliente dio
los monémeros 6a,b. Cuando se inicia a partir de 3a, el producto de la mezcla se separd mediante cromatografia en
columna en gel de silice dando el (S)-4-(4-(1H-fenantro[9,10-d]imidazol-2-il)fenoxi)butano-1,2-diol (6a) desprotegido
con un rendimiento del 72 % y una cantidad minoritaria del correspondiente diol (5) todavia protegido con un grupo
isopropilideno. Debido al intercambio de protones de imidazol, se observé el ensanchamiento de una linea en el
espectro de RMN de 'H de (5). Esto tuvo como resultado un singlete ancho para los protones vecinos en el anillo
fenantreno en C-4 y C-11. El correspondiente compuesto (S)-4-(4-(1H-fenantro[9,10-d]imidazol-2-il)naftalen-1-
iloxi)butano-1,2-diol (6b) se aislé6 completamente desprotegido mediante precipitacién con un rendimiento del 80 %
sin purificacion cromatografica. El grupo hidroxi primario de los compuestos 6a,b) se desprotegié mediante reaccion
con cloruro de 4,4’-dimetoxitritlo (DMT-CI) en piridina anhidra a temperatura ambiente en atmésfera de N.. La
purificacién en gel de silice dio los compuestos protegidos con DMT 7a,b con un rendimiento del 79 % y del 56 %,
respectivamente. EL grupo hidroxi secundario de estos compuestos se fosfitild durante la noche con 2-cianoetil-
N,N,N',N'-tetraisopropil fosforodiamidita en presencia de tetrazolida de diisopropilamonio como activador en CHxCl>
anhidro dando 8a,b con un rendimiento del 86 % y del 81 %, respectivamente (figura 1).

La sintesis de monémeros de &cido nucleico intercalados que contienen un grupo 1H-fenantro[9,10-d]imidazol-2-ilo
se puede encontrar en Osman (Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2008).

Ejemplo 3
La sintesis de monémero de acido nucleico intercalante que contiene una modificacion de tipo Sonogahira.

Para la modificacion de tipo Sonogashira posintética en fase sdlida, se usaron los NO con una insercion de (R)-1-O-
(4-yodobencil)glicerol (8) o (R)-1-O-(4-etinilbencil)glicerol (9) en medio y en el extremo 5. Los soportes de CPG con
DMT activo en los NO 8 o 9 se trataron con una mezcla del reactivo de acoplamiento Sonogashira que posee
etinilacridina 3 o yodoacridina 2, respectivamente (Figura 2). En ambos casos se obtuvo el mismo producto 10 sobre
un soporte solido. No obstante, se prefiere el procedimiento B porque la preparacion del compuesto 9 es facil.
Previamente se ha determinado que el tratamiento doble de los oligonucleétidos unidos a CPG con una mezcla de
Sonogashira recién preparada aumento la eficiencia de acoplamiento.

La sintesis de monémero de &cido nucleico intercalante que contiene una modificacién de tipo Sonogahira se trata
en Geéci y cols.(Bioconjugate Chem, 2006).

Ejemplo 4
La sintesis de 2- y 4-etinilpirenos y su incorporacion en oligonucleoétidos.

Los pirenos sustituidos en 2- y 4 no estan facilmente disponibles debido al hecho de que la sustitucién electréfila en
pireno (8 en la figura 3) esta dirigida a la posicion 1 rica en electrones. Los derivados de pireno sustituidos en las
posiciones 2 y 4 pueden prepararse a partir de 4,5,9,10-tetrahidropireno (9) y 1,2,3,6,7,8-hexahidropireno (10),
respectivamente, mediante sustitucién electréfila seguida de aromatizacién. Aunque 10 estd disponible
comercialmente, es bastante caro. El tetrahidropireno (9) se puede preparar mediante hidrogenolisis de Pd/C del
pireno comercial que tiene que purificarse mediante cromatografia en columna en silice o tiene el azufre eliminado
sobre niquel de Raney antes de la reaccion. La hidrogenolisis del pireno en el que se ha eliminado el azufre
mediante niquel Raney da una mezcla de 9 y 10 (figura 3). La mezcla se puede separar facilmente mediante
cromatografia en 6xido de aluminio. Los compuestos 9 y 10 se convierten en los correspondientes 2-etinilpireno (11)
y 4-etinilpireno (12) usando sucesivamente acetilacion, aromatizacion, transformacion de Vilsmeier-Haack-Arnold y
fragmentacion de Bodendorf.

Una discusion mas exhaustiva de la sintesis de 2- y 4-etinilpirenos en las posiciones para y orto de (R)-1-O-
fenilmetilglicerol y su incorporacién en oligonucleétidos se puede encontrar en Filichev y cols. (Chem. Eur. J, 2008)
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NdUmero de fax :
Direccién de email:

<110> Nombre de la organizacion: Quantibact A/S

Solicitante individual

Calle:

Ciudad:

Estado:

Pais:

Cédigo postal:
Nuamero de teléfono:
NUmero de fax :
Direccién de email:

<110> Apellido: Lisby

<110> Nombre: Gorm

<110> Inicial del segundo nombre:
<110> Sufijo:

Proyecto de la solicitud

<120> Titulo:

<130> Referencia:

<140> Numero de solicitud actual:
<141> Fecha actual de presentacion:
Secuencia

<213> Nombre del organismo : secuencia artificial
<400> Hebra pre-secuencia:

gggcgaatca cagattgaat ct 22
<212> Tipo : ADN

<211> Longitud: 22

Nombre de la secuencia: Cebador 1
Descripcion de la secuencia:
Secuencia

<213> Nombre del organismo : secuencia artificial
<400> Hebra pre-secuencia:

gcggticcaa acgtaccaa 19
<212> Tipo : ADN

<211> Longitud: 19

Nombre de la secuencia: Cebador 2
Descripcién de la secuencia:
Secuencia

<213> Nombre del organismo : secuencia artificial
<400> Hebra pre-secuencia:

gggcgaatca cagattgagt ct 22

<212> Tipo : ADN

<211> Longitud: 22

Nombre de la secuencia: Cebador mutado 1
Descripcién de la secuencia:

Secuencia
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<213> Nombre del organismo : secuencia artificial
<400> Hebra pre-secuencia:

gcggticcaa acgtatcaa 19
<212> Tipo : ADN
<211> Longitud: 19

Nombre de la secuencia: Cebador mutado 2
Descripcion de la secuencia:
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REIVINDICACIONES

—

. Un procedimiento que comprende las etapas de:

a. Proporcionar un acido nucleico plantilla

b. Proporcionar un primer oligonucleétido

c. Proporcionar una polimerasa

d. Proporcionar nucleétidos trifosfatos

e. Mezclar los componentes de las etapas a-d y proporcionar condiciones, que permitan al cebador hibridarse con la
plantilla

-en el que el primer oligonucleétido es un oligonucleétido de una longitud entre 5 y 60 nt, que comprende un
monoémero TINA de la formula Z,
-en el que Z se describe mediante la estructura general:

X-L-1-C-1lz

-en la que X es una unidad monomérica estructural que se puede incorporar en la estructura de un oligonucleétido o
un analogo nucleotidico, o0 PNA, o anélogos de PNA, L es un engarce, |1 es un primer intercalante que comprende al
menos un sistema conjugado esencialmente plano, que es capaz de co-apilarse con bases nucleotidicas de ADN,
ARN o analogos de las mismas, C es un conjugador opcional e |2 es un segundo intercalante que comprende un
sistema conjugado esencialmente plano, que es capaz de co-apilarse con bases nucleotidicas de ADN, ARN o
analogos de las mismas

f. En condiciones que permiten prolongacién del cebador, prolongar el primer oligonucleé6tido hibridado con la
plantilla.

2. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que Z esta localizada en el extremo 5’
del oligonucleoétido.

3. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que X es una unidad monomérica
estructural de un oligonucleétido o un analogo oligonucleotidico, 0 PNA o analogos de PNA y en el que X comprende
alquilendiol, L es un engarce que comprende una cadena alquilo, una cadena oxaalquilo, una cadena azaalquilo,
una cadena tiaalquilo, un grupo carboxamida, un grupo tiocarboxamida, un grupo sulfonamida o combinaciones de
los mismos y comprende entre 0-60, |1 es un sistema anular aromatico monociclico o policiclico seleccionado del
grupo que consiste en benceno, naftaleno, azuleno y sistemas anulares heteroaromaticos biciclicos, |1 se selecciona
del grupo de sistemas anulares aromaticos biciclicos, sistemas anulares aromaticos triciclicos, sistemas anulares
aromaticos tetraciclicos, sistemas anulares aromaticos pentaciclicos y analogos heteroaromaticos de los mismos y
sustituciones de los mismos.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que C es un conjugador seleccionado
del grupo de alquilo de 1 a 12 carbonos, alquenilo de 2 a 12 carbonos, alquinilo de 2 a 25 carbonos o diazo o
combinaciones de los mismos con una longitud de no mas de 25 atomos de carbono y/o nitrégeno.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que |1 e Iz estan unidos directamente
mediante un sistema conjugado.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que Z se puede describir mediante la
féormula:

R

_°""(Y

0=P-0~

A
'

-en la que R se selecciona del grupo de ariletinilo.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el oligonucleétido comprende
adicionalmente unidades monomeéricas de nucledtidos modificados seleccionadas del grupo que consiste en
unidades de ADN, unidades de ARN, unidades de LNA y unidades 2’-OH-modificadas.
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8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el extremo 3’ del oligonucleétido
comprende una tira contigua de 3 desoxinucleétidos.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el oligonucleétido comprende
ademas un sitio de restriccion.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el oligonucleétido comprende
ademas un fluoréforo seleccionado del grupo que consiste en FAM™, TET™, JOE™, VIC™, SYBR® Green, 6 FAM,
HEX, TET, TAMRA, JOE, ROX, Fluoresceina, Cy3, Cy5, Cy5.5, Rojo Texas, Rodamina, Verde Rodamina, Rojo
Rodamina, 6-CarboxiRodamina 6G, Verde Oreg6n 488, Alexa Flour, Verde Oreg6n 500 y Verde Oregén 514.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el oligonucleétido comprende
ademas un pigmento inactivador seleccionado del grupo que consiste en TAMRA™, Black Hole Quencher™,
DABCYL, BHQ-1, BHQ-2, DDQ I, DDQ Il y Eclipse Dark Quencher.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el oligonucledtido o los nucleétidos
trifosfatos estan marcados con fluorescencia.

13. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que una fraccion de los nucleétidos
trifosfatos son didesoxinucleotidos trifosfatos.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende adicionalmente las etapas
de

g. Proporcionar un segundo oligonucleétido, que es complementario al primer producto de prolongacion de la etapa f
h. Desnaturalizar el producto de la etapa f

i. En condiciones que permiten la prolongacién del cebador, prolongar el segundo oligonucleétido hibridado con el
primer producto de prolongacion.

15. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el segundo oligonucleétido es un
oligonucledtido que comprende un mondmero TINA segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-13.
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o 0,,.; ADN protegido (soporte CPG)
W

-y

\ 07
7 0" O CHoCH,CN
3

R O~ ADN protegido (extremo 5'- DMT on)

8, R =|, (Procedimiento A)
8, R = etinilo, (Procedimiento B)

e ADN protegido
x\ 0" (soporte CPG)

/\L\*O OCHZCHQCN
cl i {3~ ADN protegido
T — {extremo 5'- DMT activo)
(LT
| N

11, que contiene el monomero X, R = MH,
12, que contiene el monémero ¥, R = NHCH,CH MN(CHLCH NH3)»

Fig. 2
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Fig. 4
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