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DESCRIPCION

Sondas fluorescentes para la deteccion de ADN mediante hibridacion con una sensibilidad mejorada y baja sefial de
fondo.

Antecedentes de la invencion

Las sondas de ADN son herramientas establecidas para la deteccion y cuantificaciéon de secuencia. La eficiencia y la
precision de la deteccion de secuencias dependen tanto de la especificidad de hibridacion de la sonda como de su
sensibilidad. La fluorescencia es una de las formas mas comunes para detectar el evento de hibridacién. Los
métodos que utilizan sondas fluorescentes para la deteccidon de acidos nucleicos se basan bien sea en una
fluorescencia disparada por la hibridacion de sondas intactas (por ejemplo, las balizas moleculares y sondas
lineales, véase la Patente de los Estados Unidos No. 6,030,787, la Patente de los Estados Unidos No. 6,214,979, la
Patente de los Estados Unidos No. 5,925,517, la Patente de los Estados Unidos No0.5,723,591 y la solicitud de los
Estados Unidos Serie No. 10/165,410) o en una liberacién de fluorescencia detenida de una sonda digerida por ADN
polimerasa (por ejemplo, los métodos que utilizan TagMan, MGB-TagMan;. MGB es una marca comercial de Epoch
Biosciences). Para aquellos métodos que utilizan TagMan y MGB-TagMan, la actividad de 5'-exonucleasa de la ADN
Polimerasa que se aproxima escinde una sonda entre fluoréforo y detenedor liberando asi la fluorescencia. Estos
tipos de sondas son adecuados para la deteccién de la amplificacion de ADN en tiempo real. El primer tipo de
sondas, sin embargo, también puede ser aplicado para la deteccion de secuencia post-amplificacion (andlisis grafico
de dispersion o de fusién térmica) o en un formato en fase sélida. Sondas fluorescentes detenidas en fase sélida se
han divulgado en, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,876,930 y 6,596,490, y se han utilizado
para detectar acidos nucleicos objetivo. Las sondas de hibridacion divulgadas tienen bien sea bajas relaciones de
sefial a fondo o ratas de hibridacion lentas (Xiaohong Fang et al. J.Am.Chem.Soc. 1999, 121: 2921-2922) v,
fluorescencia de fondo inestable dependiente de la temperatura (fluorescencia en estado no hibridado), lo que las
hace inadecuadas para las aplicaciones de amplificaciéon en tiempo real.

Lo que se necesita en la técnica son nuevas sondas de oligonucleétidos con alta especificidad de secuencia,
sensibilidad mejorada (relacion de sefal a fondo), sefial de fondo estables (independientes de la temperatura) y
rapidas ratas de hibridacion. También es necesario que las sondas se puedan preparar facilmente con una variedad
de nucledtidos naturales y no naturales, marcadores fluorescentes y en diversas longitudes. La presente invencién
provee dichas sondas, asi como los métodos para su preparacion y uso.

La WO 03/062445A2 divulga sondas de oligonucledtidos/conjugados junto con su uso en ensayos para monitorizar
la amplificacion en donde la sefial producida no se basa en la digestion de 5'nucleasa

Breve resumen de la invencion

En un aspecto, la presente invencidon provee sondas de oligonucledtidos que comprenden una porcion de
oligonucledtido que tiene un extremo 3'y un extremo 5', una unidad estructural ligadora de surco menor unida a al
menos una de dichas unidades de nucleétidos a través de un grupo enlazante el cual liga covalentemente la unidad
estructural ligadora de surco menor al oligonucleoétido, y un fluoréforo y detenedor, teniendo dicha sonda la féormula;
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l |

W A K
MB/ n \Q

en donde MB es un ligador del surco menor; Q es un detenedor; F1 es un fluoréforo; [A-B], representa un oligomero
de acido nucleico que tienen unidades n, en donde n es un entero de 5 a 50; cada A representa independientemente
un componente de de esqueleto de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste de un esqueleto de fosfato
de azucar, un esqueleto modificado de fosfato de azlcar, una cadena principal de acido nucleico bloqueado, un
esqueleto peptidico o una variante del mismo usado en la preparacion de acido nucleico; y cada B representa
independientemente una base de acido nucleico, una base modificada o un analogo de base; K es un enlace o un
grupo enlazante; y W es un grupo enlazante trivalente que provee suficiente espacio entre MB, F1 y [A-B], de tal
forma que (i) MB se une a un surco menor duplex formado cuando dicha sonda de oligonucleétidos se hibrida con su
secuencia complementaria; (ii) en una forma no hibridada, la fluorescencia de F1 en dicha sonda de oligonucleétidos
es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; y (iii) cuando dicha sonda de oligonucleétidos se hibrida con
dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de F1 es al menos 50% de su fluorescencia no detenida.

En algunas realizaciones, W provee espaciamiento entre MB, Fl y [A-B], de tal forma que en una forma no hibridada,
la fluorescencia de F1 en dicha sonda de oligonucleétidos es menor de aproximadamente 10% de la fluorescencia
no detenida. En otras realizaciones, W es un miembro seleccionado del grupo que consiste de:
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en donde el subindice q es un entero de 0 a 8; y A%, Al y A? son cada uno grupos enlazantes (por ejemplo, arilo,
alquileno, alquileno sustituido, heteroalquileno, heteroalquileno sustituido y combinaciones de los mismos) que
tienen de 1 a 50 atomos de la cadena principal, y las lineas onduladas indican el punto de unién a MB, Fl y la
porcién de [A-B],.

En todavia otras realizaciones, n es un entero de 6 a 18, y dicha porcién de [A-B], comprende al menos tres
nucleétidos de guanina consecutivos en donde al menos una de las bases de nucledtidos de guanina es sustituida
por PPG. Preferiblemente, la porcién [A-B], es un ADN, ARN, quimera, un PNA o un &cido nucleico bloqueado. En
aun otras realizaciones, n es un entero de 6 a 18, siendo dicha sonda complementaria a una secuencia objetivo que
tiene al menos 30% de adenina y bases de timina, en donde dicha sonda contiene al menos una base modificada
suficiente para proveer un incremento de la estabilidad de la formacién duaplex de al menos 3 °C, con respecto a una
sonda sin dicha al menos una base modificada. En ciertas realizaciones, la sonda es complementaria a una
secuencia objetivo que tiene al menos 50% de adenina y bases de timina, en donde dicha sonda contiene
suficientes bases modificadas para proveer un incremento de la estabilidad de la formacién diplex de al menos 5 °C,
con respecto a una sonda sin dichas bases modificadas.

En aspectos relacionados, la presente invencion provee métodos y disposiciones para la utilizaciéon de las sondas
descritas aqui.

En un aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para la monitorizacion continua de amplificacion
de polinucleodtidos, que comprende:

(a) combinar una muestra que contiene una secuencia objetivo, con uno o0 mas cebadores de oligonucleétidos
complementarios a las regiones de la secuencia objetivo, una enzima de polimerizacion, sustratos de nucleétidos y
un conjugado de oligonucleétidos que tiene una férmula:

Fi
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluor6foro, W es un grupo enlazante trivalente que provee
suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se une en el surco menor cuando
dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida con dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucleétidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; y iii)
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de F1 es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida; provee una mezcla;

(b) incubar dicha mezcla bajo condiciones favorables para la amplificacion de dicho polinucleétido; y

(c) monitorizar continuamente dicha amplificacién mediante la monitorizacion de la fluorescencia producida tras la
hibridaciéon conjugada al objetivo amplificado. En algunas realizaciones preferidas, la porcion de MB se selecciona
del grupo que consiste de analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina,
pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y analogos de pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepina. En otras realizaciones
preferidas, la porcién Fl es un fluoréforo que tiene una longitud de onda de emision de aproximadamente 400 nm a
aproximadamente 800 nm, siendo seleccionado dicho fluor6foro del grupo que consiste de cumarinas, resorufinas,
xantenos, benzoxantenaos, cianinas, y analogos de BODIPY. En todavia otras realizaciones preferidas, la porcion Q
es un miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo. En aun otras realizaciones
preferidas, la porcién de ODN de dicho conjugado es de 8-25 nucleétidos de longitud. En todavia otras realizaciones
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preferidas, la porcion de ODN de dicho conjugado es de 8-18 nucledtidos de longitud y K es un enlazador que tiene
una longitud de 10-50 atomos de la cadena principal seleccionada del grupo que consiste de C, O, N, S, Py Si.

Otro aspecto relacionado de la presente invencidon provee métodos para monitorizar la expresion de genes que
comprende:

(a) proveer una disposicion de sondas de oligonucle6tidos de diferentes secuencias,
(b) incubar una poblacién de polinucleétidos con la disposicion bajo condiciones de hibridacion, y
(c) determinar a cual de las sondas de oligonucleoétidos en la disposicion la poblacion hibrida;

en donde una 0 mas de las sondas de oligonuclettidos es un conjugado de oligonucle6tidos que tiene la formula:

FI
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido modificado que tiene
una secuencia que es complementaria a una porcién de dicha secuencia objetivo que es amplificada, K es un enlace
0 un grupo enlazante, Fl es un fluoréforo, W es un grupo enlazante trivalente que provee espacio suficiente entre los
componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor cuando dicho conjugado de
oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la fluorescencia de F1 en dicho
conjugado de oligonucledtidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; y iii) cuando dicho conjugado de
oligonucleétidos se hibrida a dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de Fl es al menos 50% de su fluorescencia
no detenida. En algunas realizaciones preferidas, la porcion de MB es seleccionada del grupo que consiste de
analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-
fenilindol y

analogos de pirrolo[2,1-c] [1,4]benzodiazepina, dicha porcién Fl es un fluoréforo que tiene una longitud de onda de
emision de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, siendo seleccionado dicho fluoréforo del grupo
que consiste en cumarinas, resorufinas, xantenos , benzoxantenos, cianinas y analogos de BODIPY, y dicha porcién
Q es un miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo. En otras realizaciones
preferidas, los conjugados se unen a un soporte sélido.

En otro aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para discriminar entre polinucleétidos que
difieren por un nucleétido individual, comprendiendo el método:

(a) incubar por separado cada uno de al menos dos polinucleétidos con un conjugado de oligonucleétidos que tiene
la formula:

Fi
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluor6foro, W es un grupo enlazante trivalente que provee
espacio suficiente entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor cuando
dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucledtidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; v iii)
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de F1 es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida, teniendo dicho conjugado una secuencia definida en condiciones de
hibridacion, en donde uno de los polinucleétidos tiene una secuencia objetivo que es perfectamente complementaria
a dicho conjugado de oligonucledtidos y al menos otro de los polinucleétidos tiene una secuencia objetivo que tiene
un nucleétido individual no coincidente con el conjugado de oligonucleétidos; y

(b) determinar la fuerza de hibridacion entre cada uno de los polinucledtidos y el conjugado de oligonucleétidos.
Como se describio anteriormente, ciertas realizaciones preferidas son aquellas en las que se selecciona la porcién
de MB del grupo que consiste de analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina,
pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y analogos de pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina, dicha porcion Fl es un
fluoréforo que tiene una longitud de onda de emision de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm,
siendo dicho fluoréforo seleccionado del grupo que consiste de cumarinas, resorufinas, xantenos, cianinas
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benzoxantenos, y analogos BODIPY, y dicha porciéon de Q es un miembro seleccionado del grupo que consiste de
colorantes mono azo y bis azo.

En todavia otro aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para detectar una secuencia objetivo en
un polinucledtido, en donde el polinucledétido esta presente en una mezcla de otros polinucleétidos, y en donde uno o
mas de los otros polinucledtidos en la mezcla comprenden secuencias que estan relacionadas pero no idénticas a la
secuencia objetivo, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la mezcla de polinucleétidos con un conjugado de oligonucleétidos que tiene la férmula:

Fl
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucleétido o un oligonucleétido
modificado, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluor6foro y W es un grupo enlazante trivalente que
provee suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor
cuando dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucledtidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; v iii)
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de F1 es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida; y en donde el conjugado forma un hibrido estable solamente con dicha
secuencia objetivo que es perfectamente complementaria a la porcion de ODN de dicho conjugado, y el conjugado
no forma un hibrido estable con cualquiera de los otros polinucleétidos; y

(b) medir la fluorescencia producida en la formacién de hibridos, con lo cual la formaciéon de hibridos indica la
presencia de dicha secuencia objetivo. Las realizaciones preferidas incluyen los descritos anteriormente,
particularmente en donde la porcion de MB se selecciona del grupo que consiste de analogos de CC1065,
lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y analogos de
pirrolo[2,1-c] [1,4] benzodiazepina, dicha porcién Fl es un fluoréforo que tiene una longitud de onda de emision de
aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, siendo seleccionado dicho fluoréforo del grupo que consiste
de cumarinas, resorufinas, xantenos, benzoxantenos, cianinas y analogos de BODIPY, y dicha porciéon de Q es un
miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo.

En todavia otro aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para distinguir entre los polinucleotidos
objetivo tipo silvestre, mutante y heterocigotos, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra que contiene un polinucleétido objetivo con dos sondas en donde una primera
sonda es especifica para dicho polinucleétido objetivo tipo silvestre y una segunda sonda es especifica para dicho
polinucleétido objetivo mutante, cada una de dichas sondas que tienen una formula:

Fi
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluor6foro y W es un grupo enlazante trivalente que
provee suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor
cuando dicho conjugado de oligonucleétidos se hibrida a dicha secuencia objetivo ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucleétidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; y iii)
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de F1 es al
menos 50% de su fluorescencia activa; y en donde el conjugado forma un hibrido estable solamente con dicha
secuencia objetivo que es perfectamente complementaria a la porcion de ODN de dicho conjugado, y el conjugado
no forma un hibrido estable con cualquiera de los otros polinucledétidos; y

(b) medir la fluorescencia producida en la formacién de hibridos, con lo cual la formaciéon de hibridos indica la
presencia o ausencia de cada uno de los polinucledtidos objetivo tipo silvestre, mutantes y heterocigotos. En este
aspecto, las temperaturas de fusion (Tr) para cada hibrido producido entre dichas primera y segunda sondas y sus
respectivos objetivos estan preferiblemente dentro de aproximadamente 5°C uno del otro. En otras realizaciones
seleccionadas, la porcion de ODN de cada una de dichas sondas es un oligonucledtido o un oligonucleétido
modificado que tiene de 8 a 18 bases o bases modificadas. Todavia mas preferiblemente, la porcién de ODN de
cada una de dichas sondas es un oligonucleétido o un oligonucleétido modificado que tiene de 10 a 18 bases o
bases modificadas. En otras realizaciones preferidas, las porciones de fluoréforo de cada una de dichas sondas se
seleccionan del grupo que consiste de 5-FAM™, 6-FAM™, TET™, JOE™, HEX™, VIC™, NED™, TAMRA™,
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ROX™ y YY™, o, alternativamente, es un fluoréforo fosfonato como se describe en la solicitud provisional de los
Estados Unidos Serie No. 60/601,599, incorporada aqui por referencia. En todavia otras realizaciones preferidas, la
porcion de ODN de cada una de dichas sondas contiene al menos una base modificada, preferiblemente
seleccionada de 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, 4- amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina, 1H-
pirazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-6(7)-diona, 6-amino-3-prop-1-inil-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 6-amino-3-(3-
hidroxiprop-1-inil)l-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 6-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona, 4-amino-3-(prop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, 4-amino-3-(3-hidroxiprop-1-inil)pirazolo[3,4-
d]pirimidina, 4-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)pirazolo[ 3,4-d]pirimidina, 3-prop-1-inil-4,6-diaminopirazolo[3,4-
d]pirimidina, 2-(4,6-diaminopirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)etin-1-ol, 3-(2-aminoetinil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina,
5-prop-1-inil-1,3-dihidropirimidin-2,4- diona, 5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, 6-amino-5-prop-1-
inil-3-dihidropirimidin-2-ona, 6-amino-5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, 6-amino-5-(3-aminoprop-1-
inil)-1,3-dihidropirimidin- 2-ona, 5-[4-amino-3-(3-metoxiprop-1-inil)pirazol[3,4-d]pirimidinil]-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol,
6- amino-1-[4-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-3-(3-metoxiprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 4-(4,6-
Diamino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-but-3-in-1-ol, 6-Amino-3-(4-hidroxi-but-1-inil)-1,5-dihidro-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona, 5-(4-hidroxi-but-1-inil)-1H-pirimidin-2,4-diona, 3-yodo-1H-pirazolo[3,4- d]pirimidin-4,6-diamina, 3-
bromo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4;6-diamina, 3-cloro-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina, 3-yodo-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina,  3-Bromo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina 'y 3-cloro-1H-pirazolo [3,4-d]
pirimidin-4-ilamina. En todavia otras realizaciones, la muestra se pone en contacto adicionalmente con un conjunto
de cebadores bajo condiciones de amplificacién y cada uno de dichos cebadores contiene de una a diez bases
modificadas seleccionadas de las descritas aqui.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica de la sonda de la invencion (MB-F1-ODN-Q; SEQ ID NO: 1) que es
la solucion detenida e hibridada a su objetivo de acido nucleico complementario donde el fluoréforo y el detenedor se
separan espacialmente permitiendo la fluorescencia.

La Figura 2 ilustra una sonda inmovilizada de la invencién (MB-F1-ODN-Q) inmovilizado a un soporte sélido. La
fluorescencia de la sonda no hibridada es detenida manera eficiente. El detenedor (Q) y el Fluoréforo (FI) estan en
proximidad cercana. En la hibridacion de la sonda a su objetivo de acido nucleico complementario, el Q y el Fl estan
separados espacialmente resultando en la fluorescencia. El ligando MB es un ligador del surco menor que se une en
el surco menor del diplex resultando en su estabilizacion

La Figura 3 compara la sefal fluorescente, el fondo fluorescente y sefial al fondo de cuatro sondas de la invencion
(SEQ ID NOS: 4, 7, 9 y 11) con la de cuatro sondas MGB Eclipse hibridadas a cuatro objetivos diferentes SEQ ID
NOS: 2, 5, 8y 10).

La Figura 4 compara la estabilidad de la sefial de fondo con incremento en la temperatura de dos sondas de la
invencion y dos sondas MGB Eclipse cada una de las dos sondas marcadas con fluoresceina (FAM) o Yakima
Yellow (YY). Secuencias de la sonda: Eclipse #1 5-CAGAGACATACA*CCA (SEQ ID NO: 12), Eclipse #2 5'-
G*TATGTCTCTGACTCC (SEQ ID NO: 9), Nueva sonda #1 5-G*TCAGAG*ACATACA*CC (SEQ ID NO: 4), Nueva
sonda #2 5’-G*TATGTCTCTGACTCC (SEQ ID NO: 9). A* es 4-(4,6-Diamino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-but-3-in-
1-oly G* es 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona.

La figura 5a muestra el cambio de fondo fluorescente con la temperatura de un MB-FI-ODN (SEQ ID NO: 13) en
solucion y unida a su objetivo complementario (SEQ ID NO: 14). La figura 5b muestra los espectros de fluorescencia
de MBFI- ODN y MB-FI-ODN-Q en solucién y unida a su secuencia complementaria.

La Figura 6 muestra una metodologia esquematica para el ensamblaje ramificado de conjugados de la invencion
sobre un soporte solido.

La Figura 7 muestra una metodologia esquematica para el ensamblaje lineal de conjugados de la invencién sobre un
soporte sélido.

La Figura 8 muestra una comparacion de curvas de fusion de la actuacion de la nueva sonda con la sonda MGB
Eclipse. A. Representa la comparacion de la nueva sonda en la columna de la izquierda con la sonda MGB Eclipse
en la columna de la derecha a tres concentraciones diferentes de complemento (a) 1x107'M, b) 2x10°M y €) 4x10°
9M) como se indica en cada gréafico y una concentracidon constante de sonda M 2x10-7). B. Representa la
comparacion de la nueva sonda en la columna de la izquierda con la sonda MGB Eclipse en la columna de la
derecha a tres concentraciones diferentes de complemento (a) 4x10-°M, b) 1x10-°’M y ¢) 1.6x10-'°M) a una
concentracion constante de la sonda de 2x10-’ M. Nétese que la ganancia de sensibilidad se increment6 10 veces.

La Figura 9 muestra graficos de dispersion de genotipificacién de andlisis por PCR de punto final en tiempo real de
102 muestras de ADN ARNT-01. La figura 9a muestra el rendimiento de la nueva sonda conjugada de la invencion
donde la sonda de tipo silvestre estd marcada con FAM y la sonda mutante con YY. La figura 9b muestra el
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rendimiento de las sondas MGB Eclipse donde la sonda de tipo silvestre esta marcada con FAM y la sonda mutante
con YY.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones y abreviaturas

En los esquemas de reaccion y la descripcién a continuacion (y anterior), las abreviaturas MB, FL, Q, CPG y ODN se
refieren a "ligador del surco menor", "marcador fluorescente" o "fluoréfora”, "detenedor”, "vidrio de poro controlado”
(como un ejemplo de un soporte sdlido) y unidades estructurales o moléculas de "oligonucleétido”, respectivamente,
y de una manera que es evidente a partir del contexto. En ciertas férmulas, el grupo [A-B]. se utiliza para referirse a
un oligonucleétido, oligonucleétido modificado o péptido-acido nucleico que tiene “n” bases (B) y que esta enlazado
a lo largo de un esqueleto de “n” azlcares, azUcares modificados o aminoacidos (A). Los términos "sonda" y
"conjugado” se utilizan indistintamente y se refieren a un oligonucledtido que tiene un ligador de surco menor,

adjunto, fluoréforo y detenedor.

Los términos "marcador fluorescente" o "fluor6foro” se refiere a compuestos con un maximo de emision fluorescente
entre aproximadamente 400 y 900 nm. Estos compuestos incluyen, con su maxima emisién en nm entre paréntesis,
Cy2™ (506), GFP (Red Shifted) (507), YO-PRO™ -1 (509), YOYO™ -1 (509), Calcein (517), FITC (518), Fluorx™
(519), Alexa™ (520), Rhodamine 110 (520), 5-FAM (522), Oregon Green™ 500 (522), Oregon Green™ 488 (524),
RiboGreen™ (525), Rhodamine Green™ (527), Rhodamine 123 (529), Magnesium Green™ (531), Calcium Green™
(533), TO-PRO™ -1 (533), TOTO®-1 (533), JOE (548), BODIPY® 530/550 (550), Dil (565), BODIPY® TMR (568),
BODIPY® 558/568 (568), BODIPY® 564/570 (570), Cy3™ (570), Alexa™ 546 (570), TRITC (572), Magnesium
Orange™ (575), Phycoerythrin R&B (575), Rhodamine Phalloidin (575), Calcium Orange™ (576), Pyronin Y (580),
Rhodamine B (580), TAMRA (582), Rhodamine Red™ (590), Cy3.5™ (596), ROX (608), Calcium Crimson™ (615),
Alexa™ 594 (615), Texas Red® (615), Nile Red (628), YO-PRO™ -3 (631), YOYO™ -3 (631), R-phycocyanin (642),
C-Phycocyanin (648), TO-PRO™ -3 (660), TOTO®-3 (660), DID DilC(5) (665), Cy5™ (670), Thiadicarbocyanine
(671), Cy5.5 (694). Fluoréforos adicionales se describen en la publicacion PCT WO 03/023357 y la solicitud
provisional de los Estados Unidos Serie No. 60/601,599, incorporada por referencia en su totalidad.

El término "enlazante" se refiere a una unidad estructural que es utilizada para ensamblar diversas porciones de la
molécula o para unir covalentemente la molécula (o porciones de la misma) a un soporte sélido. Adicionalmente, un
enlazante puede incluir porciones lineales o aciclicas, porciones ciclicas, anillos aromaticos o combinaciones de los
mismos.

El término "grupo reactivo" se refiere a una unidad estructural que tiene al menos un grupo nucleofilico o al menos
un grupo electrofilico (reactivo). En algunos casos, un "grupo reactivo" puede contener ambos grupos, pero en estos
casos uno o ambos de los grupos es tipicamente bloqueado por un grupo protector para el control de reacciéon no
deseada (Véase TW Greene y Wuts PG, a continuacion). Los ejemplos de grupos nucleofilicos incluyen -NH, -
NHNH,, -ONHz, -NHC=(O)NHNH;, -OH, o -SH. Ejemplos de grupos reactivos electrofilicos incluyen ésteres
activados, acrilamidas, azidas de acilo, haluros de acilo, aldehido o cetonas , haluros de alquilo, sulfonatos de
alquilo, anhidridos, haluros de arilo, aziridinas, boronatos, acidos carboxilicos, carbodiimidas, diazoalcanos,
epoxidos, haloacetamidas, halotriazinas, imidoésteres, isocianatos, isotiocianatos, maleimidas, fosforamiditas,
haluros de sililo, éster de sulfonato y haluros de sulfonilo.

El término "soporte sélido" se refiere a cualquier soporte que sea compatible con la sintesis de oligonucledtidos o
adecuados para ensayos de hibridacion (por ejemplo, ensayos de ADN), incluyendo, por ejemplo, vidrio, vidrio de
poro controlado, materiales poliméricos, poliestireno, perlas, vidrio recubierto y similares.

El término "alquilo" se refiere a un radical de hidrocarburo monovalente saturado lineal, ramificado o ciclico o una
combinacion de radicales de hidrocarburo monovalentes saturados ciclicos y lineales o ramificados que tienen el
namero de atomos de carbono indicados en el prefijo. Por ejemplo, alquilo (C:-Cg) alquilo significa que incluye
metilo, etilo, n-propilo, 2-propilo, tert-butilo, pentilo, ciclopentilo, ciclopropilmetilo y similares. Para cada una de las
definiciones aqui (por ejemplo, alquilo, alquenilo, alcoxi, aralquiloxi), cuando un prefijo no esta incluido para indicar el
numero de atomos de carbono de la cadena principal en una porcién alquilo, el radical o porciéon del mismo tendra
ocho o menos atomos de carbono de cadena principal. El término "heteroalquilo” se refiere a radical monovalente
saturado lineal, ramificado o ciclico o una combinacién de radicales monovalentes saturados ciclicos y ciclica y
lineales o ramificados que tienen el nimero de atomos de carbono indicados en el prefijo y de uno a tres
heteroatomos en lugar de atomos de carbono.

El término "alquileno” significa un radical hidrocarburo divalente saturado lineal o un radical hidrocarburo divalente
saturado ramificado que tiene el niumero de atomos de carbono indicados en el prefijo. Por ejemplo, (C:i-Cs)
alquileno se entiende que incluye metileno, etileno, propileno, 2-metilpropileno, pentileno, y similares. El término
"heteroalquileno” se refiere a un grupo alquileno que tiene el nimero indicado de atomos de carbono en una cadena
gue esta interrumpida por de 1 a 5 heteroatomos (por ejemplo, O, N, S, P y Si).
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El término "alquenilo” se refiere a un radical hidrocarburo monovalente lineal o un radical hidrocarburo monovalente
ramificado que tiene el nimero de atomos de carbono indicados en el prefijo y que contiene al menos un doble
enlace. Por ejemplo, (C»-Cs) alquenilo pretende incluir, etenilo, propenilo, y similares.

El término "alquinilo" se refiere a un radical hidrocarbonado monovalente lineal o un radical hidrocarburo
monovalente ramificado que contiene al menos un triple enlace y que tiene el nUmero de atomos de carbono
indicados en el prefijo. Por ejemplo, (C2-Cs) alquinilo pretende incluir etinilo, propinilo, y similares.

Los sustituyentes, cuando estan presentes para los grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno y heteroalquileno
son variados y se seleccionan de: -halégeno, oxo, tiono, -OR’, - OC(O)R’, -NR'R", -SR’, -R’, -CN, -NO;, -COzR’ -
CONR'R", -C(O)R’, -OC(O)NR'R", - NR"C(O)R’, -NR"C(O)2R’, -NR’-C(O)NR"R™, -S(O)R’, -S(O)2R’, -S(0O)2NR'R",
perfluoro(C;-C,) alcoxi, y perfluoro(Ci-C4) alquilo, en un nimero que varia de uno a cuatro; y donde R’, R"y R son
seleccionados independientemente de hidrogeno, (Ci-Cg) alquilo y heteroalquilo, arilo y heteroarilo no sustituido,
(arilo no sustituido)-(C1-C4) alquilo, y (arilo no sustituido )oxi-(C1-Ca) alquilo.

El término "arilo" significa un radical hidrocarburo aromatico monovalente o bivalente (por ejemplo, arileno)
monaciclico, biciclico o triciclico de 6 a 14 atomos de anillo que es no sustituido o sustituido independientemente con
uno a seis sustituyentes, preferiblemente uno, dos, o tres sustituyentes seleccionados de aquellos grupos que
figuran a continuacion. También se entiende que el término "arilo" incluye los grupos descritos anteriormente en
donde uno o mas heteroatomos o grupos funcionales de heteroatomos han reemplazado a un carbono del anillo, al
tiempo que retiene propiedades aromaticas, por ejemplo, piridilo, quinolinilo, quinazolinilo, tienilo, y similares. Mas
especificamente el término arilo incluye, pero no se limita a, fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, tienilo y benzotiazolilo,
acridinilo y las formas sustituidas de los mismos.

Los sustituyentes para los grupos arilo son variados y se seleccionan de: -halogen, -OR’, - OC(O)R’, -NR'R", -SR’, -
R’, -CN, -NO, -CO:R’, -CONR'R", -C(O)R’, -OC(O)NR'R", - NR"C(O)R’, -NR"C(O)2R, ,-NR-C(O)NR"R’’, -NH-
C(NH2)=NH, -NR’C(NH2)=NH, -NH-C(NH2)=NR’, -S(O)R’, -S(O)2R’, -S(O).NR'R", -Ns, -CH(Ph),, perfluoro(C;-C.)
alcoxi, y perfluoro(C;-C4) alquilo, en un nimero que varia desde cero hasta el nimero total de valencias abiertas en
el sistema de anillo aromatico; y donde R’, R" y R son seleccionados independientemente de hidrégeno, (C;-Cs)
alquilo y heteroalquilo, arilo y heteroarilo no sustituidos (arilo no sustituido)-(C1-C4) alquilo, y (arilo no sustituido) oxi-
(C1-Cy4) alquilo.

Dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo de arilo o heteroarilo puede estar opcionalmente
reemplazado con un sustituyente de la formula -TC(O)-(CHz)q-U-, en donde T y U son independientemente -NH-, -O-
, -CHz- 0 un enlace sencillo, y g es un entero de 0 a 2. Alternativamente, dos de los sustituyentes en atomos
adyacentes del anillo de arilo o heteroarilo puede ser opcionalmente reemplazados con un sustituyente de la férmula
-A-(CH)-B-, en donde A y B son independientemente -CHy-, -O-, -NH-, -S-, -S(0)-, -S(0),- -S(0)2NR'- 0 un enlace
sencillo y r es un entero de 1 a 3. Uno de los enlaces sencillos del nuevo anillo asi formado puede ser opcionalmente
reemplazado con un doble enlace. Alternativamente, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo de
arilo o heteroarilo pueden ser opcionalmente reemplazados con un sustituyente de la férmula -(CH2)s-X-(CH2),
donde s y t son independientemente enteros de 0 a 3, y X es -O-, -NR'-, -S-, -S(0)-, -S(0O)2-, 0 -S(O).NR'-. El
sustituyente R' en -NR'- y -S(O);NR'- se selecciona de hidrégeno o (Ci-Cg)alquilo no sustituido. Todavia
adicionalmente, uno de los anillos arilo (Arl y Ar2, a continuacion) puede ser sustituido adicionalmente con otro
grupo arilo sustituido para extender la capacidad de resonancia del sistema aromatico, directa o indirectamente a
través de grupos tales como -(GR'=CR"),- y -(C=C),-, donde n es 0 a 5, incrementando la maxima absorbancia de
longitud de onda.

El prefijo "halo" y el término "halégeno” cuando se usa para describir un sustituyente, se refiere a -F, -Cl, -Br e -I.

Ciertos compuestos u oligonucleétidos de la presente invencion pueden existir en una forma de sal. Tales sales
incluyen sales de adicion basica tales como sodio, potasio, calcio, amonio, amino organico, o sal de magnesio, o una
sal similar. Cuando los compuestos u oligonucleétidos modificados de la presente invencién contienen
funcionalidades relativamente basicas, las sales de adicidn acida se pueden obtener poniendo en contacto la forma
neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, ya sea puro o en un solvente inerte
adecuado. Ejemplos de sales de adicion acida aceptables incluyen aquellas derivadas de acidos inorganicos como
acidos clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbonico, monohidrogenocarbénico, fosférico, monohidrogenofosférico,
dihidrogenofosfarico, sulfarico, monohidrogenosulfarico, yodhidrico, o acidos de fésforo y similares, asi como las
sales derivadas de acidos organicos tales como acético, propionico, isobutirico, maleico, malénico, lactico, benzoico,
succinico, subérico, fumarico, mandélico, ftalico, bencenosulfénico, p-toluilsulfénico, citrico, tartérico,
metanosulfénico, y similares. También se incluyen sales de aminoéacidos tales como arginato y similares, y sales de
acidos organicos como acidos glucurénico o galacturdnico y similares (véase, por ejemplo, Berge, SM, et al,
"Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Science, 1977, 66, 1-19). Ciertos compuestos especificos de la
presente invencion contienen funcionalidades tanto basicas como acidas que permiten que los compuestos se
conviertan bien sea sales de adicion acida o basica.
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Las formas neutras de los compuestos pueden ser regeneradas poniendo en contacto la sal con una base o un
acido y aislando el compuesto original de la manera convencional. La forma original del compuesto difiere de las
diversas formas de sal en ciertas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en solventes polares, pero por otra
parte las sales son equivalentes a la forma original del compuesto para los fines de la presente invencion.

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

Ciertos compuestos de la presente invencién poseen atomos de carbono asimétricos (centros opticos) o dobles
enlaces; los racematos, diastereémeros, ismeros geométricos e isémeros individuales estan destinados a ser
abarcadas dentro del alcance de la presente invencion. Los métodos para la determinacion de la estereoquimica y la
separacion de isomeros son bien conocidos en la técnica (véase la discusion en el Capitulo 4 de "Advanced Organic
Chemistry", 4th edition J. March, John Wiley and Sons, New York, 1992).

Los compuestos de la presente invencién también pueden contener proporciones no naturales de is6topos atémicos
en uno o mas de los atomos que constituyen tales compuestos. Por ejemplo, los compuestos pueden estar
radiomarcados con is6topos radiactivos, tales como por ejemplo tritio (*H), yodo-125 (**°l) o carbono-14 (**C). Todas
las variaciones isotépicas de los compuestos de la presente invencién, ya sea radiactivo o no (por ejemplo, 2H),
estan destinadas a ser abarcadas dentro del alcance de la presente invencion.

"Grupo protector" o "forma protegida del mismo" se relaciona con una agrupacion de atomos que cuando se une a
un grupo reactivo en una mascara de molécula, reduce o previene la reactividad. Ejemplos de grupos protectores se
pueden encontrar en T.W. Greene and P.G. Wuts, Protective Groups in Organic Chemistry, (Wiley, 2nd ed. 1991) y
Harrison and Harrison et al., Compendium of Synthetic Organic Methods, Vols. 1-8 (John Wiley and Sons. 1971-
1996). Los grupos protectores de amino representativos incluyen formilo, acetilo , trifluoroacetilo, bencilo,
benciloxicarbonilo (CBZ), tert-butoxicarbonilo (Boc), trimetil sililo (TMS), 2-trimetilsilil-etanosulfonilo (SES), tritilo y
grupos tritilo sustituidos, aliloxicarbonilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), nitro-veratriloxicarbonilo (NVOC) y los
grupos protectores de hidroxi como representativos incluyen aquellos en los que el grupo hidroxi es o bien acilado o
alquilado tales como éteres de bencilo vy tritilo, asi como éteres de alquilo, éteres de tetrahidropiranilo, éteres de
trialquilsililo y éteres de alilo. En general, los grupos protectores preferidos son aquellos que se pueden eliminar en
condiciones acidas o condiciones basicas, o aquellos grupos que se pueden eliminar mediante el uso de una fuente
de luz particular (por ejemplo, grupos protectores "sensibles a la luz"). Adicionalmente, la seleccién de un grupo
protector apropiado se hace con la debida consideracién a otra funcionalidad en la molécula de modo que, o bien la
incorporacion o la eliminacion del grupo protector no interfiere o de otra manera afecta significativamente el resto de
la molécula.

"Opcional" u "opcionalmente" en las definiciones anteriores significa que puede ocurrir, pero no necesariamente, el
evento o0 circunstancia descrito subsecuentemente, y que la descripcion incluye casos donde el evento o
circunstancia ocurre y casos en que no lo hace. Por ejemplo, "arilo mono- o di- sustituido opcionalmente con un
grupo alquilo" significa que el grupo alquilo puede, pero no necesita, estar presente, y la descripcién incluye
situaciones donde el grupo arilo es mono- o disustituido con un grupo alquilo y situaciones donde el grupo arilo no es
sustituido con el grupo alquilo.

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

El término "sonda Eclipse™" se refiere, en general, a una sonda MB-Q-5-ODN-FI. El ligando MB es triamida del
acido dihidropirroloindol- carboxilico. En contraste, una sonda "TagMan® MGB™ se refiere a una sonda MB-Q-3'-
ODN-FI. Eclipse™ y MGB™ son marcas registradas de Epoch Biosciences, Inc., Bothell, WA; y TagMan® es una
marca registrada de Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA.

General

Conjugados de oligonucleétidos ligadores del surco menor (0 "sondas") han sido descritos recientemente (véase el
documento WO 99/51621). Estos conjugados forman duplex hiperestabilizados con ADN complementario. En
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particular, la especificidad de secuencia de sondas cortas MB es excelente para aplicaciones de alta temperatura,
tales como PCR. Las sondas fluoréforo de oligonucleétidos detenedoras ligadoras del surco menor en 5’ (MB-Q-5'-
ODN-FL) divulgadas en la WO 03/062445 desplegaron un rango dinamico de 7 6rdenes de magnitud, con una
sensibilidad final de mejor que 5 copias por muestra en las reacciones de amplificacion por PCR en tiempo real.
Bastante sorprendentemente, las sondas que contienen un grupo fluoréforo ligador del surco menor en un extremo y
un detenedor en el otro extremo muestran sensibilidad mejorada y sefial de fondo reducida significativamente
(fluorescencia de la sonda no hibridada) en comparaciéon con las sondas del documento WO 03/062445 y son
particularmente (tiles para métodos de ensayo utilizando 2'-ribodesoxinucleétidos fluorogénicos. Estas sondas
fluorescen tras la hibridacion con el objetivo complementario, como se ilustra en la Figura 1 con la sefial de fondo
10-50 veces mas baja que para las sondas divulgadas en la WO 03/062445 (Figura 3). Ademas las sondas de la
invencion tienen sefial de fondo significativamente mas estable (temperatura independiente) en comparacion con las
sondas divulgadas en la WO 03/062445 (véase la Figura 4). Esta propiedad es particularmente (til para aplicaciones
gue involucran el analisis del perfil de fusion tales como analisis de polimorfismo de nucleétido individual post PCR.

Se ha encontrado previamente que el grupo detenedor 5-MB previene la digestion de la nucleasa 5' por la
Tagpolimerasa durante la amplificacion homogénea. Las nuevas sondas tienen resistencia similar a la 5’nucleasa
cuando MB-FI- esta unida al extremo 5'. Por lo tanto, las nuevas sondas pueden usarse en ensayos donde la
resistencia a la 5'-nucleasa es esencial. Las sondas 3'-MB-FL pueden usarse en ensayos que requieren la
degradacion parcial o completa de la sonda para la generacion de sefial, tal como TagMan. Tanto la 5'- como la 3'-
MB-FI-ODN-Q también pueden ser utilizadas en los ensayos de post PCR en tiempo no real. Ensayos basados en
fase sélida (tales como los arreglos de ADN) son todavia otras aplicaciones para las sondas de la presente
invencion (Figura 2).

Las sondas/conjugados MB-FI-ODN-Q de la presente invencion estan construidas de tal manera que la sonda existe
en al menos una conformacion de cadena sencilla cuando no es hibridada. En la forma de bobina aleatoria no
hibridada el detenedor y el MB estan lo suficientemente cerca del fluor6foro para detener la fluorescencia del
fluoréforo. Las sondas también son construidas de tal manera que tanto el ligador del surco menor (Figura 5a) y el
detenedor (Figura 5b) participan en la detencién de la fluorescencia.

Cuando se hibrida a un polinucleétido objetivo, las sondas/conjugados adoptan una conformacion de tal forma que el
MB se oculta en el surco menor del ADN y el detenedor no esta posicionado lo suficientemente cerca del fluoréforo
para detener su fluorescencia. Con la adopcién de estas conformaciones hibridadas y sin hibridar, la sonda exhibe
intensidades de sefal de fluorescencia sustancialmente diferentes cuando la sonda es hibridada y sin hibridar. Como
resultado, es posible determinar si la sonda es hibridada o no hibridada sobre la base de un cambio en la intensidad
de fluorescencia de la sonda, y el uso de tales sondas permite la deteccién de objetivos de objetivos de acidos
nucleicos en ensayos homogéneos (como reaccién de amplificacion por PCR) o no homogéneos (ensayos de ADN).

Los conjugados detenedores del oligonucleétido del fluor6foro ligador del surco menor de la presente invencion
puede estar en una disposicion lineal (como se sugiere por la formula MB-FI-ODN-Q o en una disposicion ramificada
en el que el fluoréforo y el ligador del surco menor estan unidos a un grupo enlazante que sirve para unir ODN, Fl y
MB. Cada una de las disposiciones esta destinada a ser incluida cuando se utiliza la abreviatura lineal (MB-F1-ODN-
Q). Adicionalmente, mientras que las porciones MB y Fl estan unidas en un extremo del oligonucleétido, la porcién
detenedora puede estar unida en el otro extremo, o una posicion interna del oligonucleétido, siempre que tal unién
no interfiera con los mecanismos de detencién del conjugado. En general, esto se puede lograr mediante el uso de
un grupo enlazante adecuado (véase los Ejemplos mas abajo) o enlazadores de base, tales como 5-
aminopropiluridina. Como resultado, la presente invencién provee un nimero de realizaciones preferidas en las que
los enlaces entre ODN y Q son seleccionados para proveer distancias de separacién adecuadas entre el detenedor
y las unidades estructurales del fluor6foro, sin comprometer las capacidades de hibridacién de la porcién del
oligonucledétido.

Como se sefial6 anteriormente, los conjugados (0 sondas) de la presente invencion son (tiles en una variedad de
ensayos de deteccion basados en la hibridacion, pero encuentran utilidad particular en la deteccion en "tiempo real"
de la amplificacién de oligonucleétidos, a menudo llevada a cabo a través de PCR. Adicionalmente, las sondas y los
conjugados de la presente invencién son Utiles en la deteccion de la post amplificacion de oligonucleétidos objetivo.

Descripcion de las realizaciones
Sondas y Conjugados

En vista de lo anterior, la presente invencién provee en un aspecto sondas de oligonucleétidos (o conjugados de
oligonucledtidos, de aqui en adelante "sondas/conjugados”, "sondas" o "conjugados") las cuales se observan mas
generalmente como sondas o conjugados MB-FI-ODNQ. Como se sefial6 anteriormente, se entiende que esta
descripcion lineal de las sondas indica que un ligador del surco menor y fluoréforo o agente de emision estan unidos
a un extremo de la porcidon de oligonucleétido, y un detenedor esta unido al otro extremo de la porciéon de
oligonucleétido. Para cualquiera de estas porciones unidas covalentemente, la conexidn puede ser bien sea directa

0 a través de un grupo enlazante. En muchas realizaciones, se prefieren los grupos de enlace para proveer
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suficiente espacio entre porciones interactivas (por ejemplo, fluoréforo y detenedor) o porciones de reactivos (por
ejemplo, ligadores del surco menor que estan previstos para unirse de manera no covalente en el surco menor
formado por hibridacién de la sonda a una secuencia objetivo).

Mientras que la mayoria de los componentes descritos aqui para las sondas o conjugados han sido descritos en
solicitudes relacionadas (véase, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nos. 6,339,147, 6,486,303, y
6,472,153; y publicaciones PCT WO 01/64958 y WO 03/062445), el orden de ensamblaje y los grupos de enlace
utilizados para alcanzar los efectos beneficiosos para la presente invencion establecen nuevos criterios para las
relaciones espaciales y la flexibilidad.

De acuerdo con lo anterior, en un grupo de realizaciones, la sonda o conjugado MB-FI-ODN-Q tiene la férmula:

Fi
MB-W— ODN —K-Q O

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, W es un grupo enlazante trivalente, ODN es un
oligonucleétido o un oligonucleétido modificado , K es un enlace o un grupo enlazante y Fl es un fluoréforo.

Mas particularmente, cuando K es un grupo enlazante, por lo general tiene de 1 a 50 atomos en la cadena principal
(contando solamente los atomos entre el componente ODN y el componente Q que estd unido en una linea
continua, incluyendo todos los atomos del anillo, pero incluyendo ninguno de los atomos o grupos colgantes) que
son seleccionados de C, O, N, S, P y Si. El grupo enlazante W representara generalmente un enlazador trivalente
gue tiene de aproximadamente 3 a 100 atomos de la cadena principal, seleccionados de C, O, N, S, P y Si.
Adicionalmente, W puede contener una cadena alifatica ramificada, una cadena de heteroalquilo, una o mas
estructuras de anillo sustituidas, o combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, W representa una
unidad estructural trifuncional tal como un grupo amino con o sin grupos de enlace pendiente funcionalizados. De
acuerdo con lo anterior, mientras que W se provee como un grupo enlazante, serd en algunas realizaciones un
grupo que puede ser considerado como parte de la Fl. Se discutira en mas detalle a continuacion cada uno de los
grupos de enlace, asi como otros componentes,.

En un grupo de realizaciones preferidas adicionales, la sonda/conjugado de oligonucleétidos tiene la férmula:

Fi |
MB/W AL Q= —ArLéU=U—Ar3 —N=N-Ar2

(1)

en la cual MB, W, K y FI tienen los significados provistos anteriormente, [A-B], representa un oligdmero de acido
nucleico (por ejemplo, ADN, ARN, ANP o cualquier combinacién de los mismos, incluyendo aquellos con bases y
azucares modificados), en donde A representa un esqueleto de fosfato de azlcar, esqueleto de fosfato de azucar
modificado, esqueleto de acido nucleico bloqueado, esqueleto peptidico o una variante de los mismos usado en la
preparacion de acido nucleico; y B representa una base de acido nucleico, una base modificada o un analogo de
base como se describe en mas detalle a continuacion. El subindice n es un entero de aproximadamente 3 a
aproximadamente 100, preferiblemente de 6 a aproximadamente 50 y mas preferiblemente de 8 a aproximadamente
25.

Volviendo a la formula I, el simbolo Q tiene la formula Ar'-(U=U-Ar®)z-N=N-Ar’. Los simbolos Ar', Ar® y Ar®
representan grupos arilo. Q tiene al menos un fuerte grupo donador de electrones, tal como alcoxi, hidroxi, amino,
alquilamino, dialquilamino, arilamino y similares, y al menos un fuerte grupo extractor de electrones tal como nitro,
ciano, carbonilo, carboxi, sulfonilo, trifluorometilo y similares. Arl, Ar? y Ar® adicionalmente pueden ser sustituidos
con alquilo, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido, halégeno. El subindice z es un entero de 0 o 1, preferiblemente 0.
Cuando z es 1, U se selecciona independientemente de CH, C(R) y N, en la que R es un grupo (C;-Cg) alquilo. K
esta conectado con uno de Ar*, Ar o Ar® ya sea directamente o a través de sustituyentes. Los grupos arilo preferidos
para cada uno de Ar', Ar* y Ar® son grupos fenilo.

En todavia otras realizaciones preferidas, la sonda/conjugado de oligonucleétidos tiene la férmula:
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en la cual Ar, Ar W K, FI, A B y el subindice n tienen los significados provistos anteriormente, y en donde los
simbolos R?, R RS, R R® yR representan sustituyentes seleccionados de H, halogeno (C1-Cs) alquilo, Or%, N(R%,,
N+(R%3, SR COR CO2R?, CON(RY)2, (CH2)06S03-, (CH2)06CO2-, (CH2)060PO3s%, y NHC(O)(CH2)o.6CO2-,
ésteres y sales de Ios mismos, en donde cada R es independientemente H o (Ci- Cg) alquilo. El simbolo R
representa H o un grupo (tipicamente el vestigio de un grupo enlazante utilizado en la sintesis en fase soélida) que
tiene de 1-30 atomos seleccionados de C, N, O, P, Sy el cual puede ser ciclico, aciclico, o una combinacioén de los
mismos, y con atomos de hidrogeno adicionales para llenar las valencias disponibles. El simbolo Q tiene el
significado provisto anteriormente.

En todavia realizaciones preferidas adicionales, la sonda/conjugado de oligonucledétidos tiene la férmula:

0
R%_{::-—"/xR

N=N
R‘*\/—’—-&
H \ 7R3
HO 4N = o F [B]
Y = NJL"W A K R5
HN n

en la cual W K, Fl, A, B tienen los significados provistos anterlormente y en donde al menos uno de los simbolos
R%, R y R? representan grupo extractor de electrones; R? y R* representan H o halégeno, alquilo, oxialquilo,
anU|IOX| simbolo R® representa alquilo o h|dr0X|anU|Io y el sublndlce n es un numero entero de 1 a 20. En una
forma de realizacion particularmente preferida, R’=NO; R'=CIR?=R*=R*=H; R® =CHs; yY=5.

En un grupo particularmente preferido de realizaciones, los enlazadores W y K tienen las férmulas:
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0
o’/\\/ N— b
5 H
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d —0

IVb IVe

en donde a, b, ¢, d y e son puntos de union para el ligando MB, fluoréforo, extremos terminales ODN vy el detenedor,
respectivamente.

En ciertas realizaciones preferidas para cada uno de los grupos anteriores, K y W se seleccionan para proveer un
potenciador de la fluorescencia particular para la sonda/conjugado, y dependera de la longitud de la porcion del
oligonucledtido de la sonda. De acuerdo con lo anterior, para las sondas que tiene 18 o mas nucleétidos (incluyendo
los nucleétidos modificados o analogos), K puede ser un enlace o un grupo enlazante de hasta aproximadamente 20
atomos de longitud. Mas preferiblemente, K es un grupo prolinol. En realizaciones particularmente preferidas, K es
un enlazador prolinol sustituido tal como IVc. Para conjugados de oligonucleétido que tienen menos de
aproximadamente 18 nucleétidos (incluyendo los nucledtidos modificados o analogos), se prefieren los grupos K
mas largos (por ejemplo, 15, 20, 30, 40 o mas atomos de la cadena principal).

Como se provee en la férmula I, la letra W representa un grupo enlazante trifuncional. De acuerdo con lo anterior,
para las sondas que tienen 5 0 mas nucleétidos (incluyendo los nucleétidos modificados o analogos), W puede
abarcar una variedad de estructuras con el fin de proveer una fijacion, flexibilidad y espaciamiento adecuado entre el
ODN, Fly MB. W puede ser un grupo enlazante de hasta aproximadamente 100 atomos de longitud seleccionados
de C, N, S, P, Siy O, y atomos de hidrogeno adicionales para llenar las valencias disponibles (discutido en mas
detalle mas abajo).

Otras sondas o conjugados preferidos son aquellos en cada una de las férmulas |, Il, Illa y lllb, y IV en donde la
porciéon de ODN es seleccionada para tener tres 0 mas bases de guanina consecutivas en donde al menos una de
las bases de guanina es reemplazada con una base modificada, preferentemente PPG. Aln mas preferiblemente, la
porciéon de ODN es un ARN, una quimera, un ANP o un acido nucleico bloqueado.

Todavia otras sondas o conjugados preferidos son aquellos en cada una de las formulas I, Il, llla y lllb, y IV en
donde la porcién de ODN es seleccionada para que sea complementaria a una secuencia objetivo que tiene 30% o
mas bases Ay T, en donde el ODN contiene al menos una base modificada suficiente para proveer un incremento
en la estabilidad del duplex (sonda/hibrido objetivo) de al menos aproximadamente 3 °C. Mas preferiblemente, la
porcion de ODN es seleccionada para ser complementaria a una secuencia objetivo que tiene 50% o mas bases Ay
T, en donde el ODN contiene suficientes bases modificadas para proveer un incremento en la estabilidad del duplex
(sonda/ hibrido objetivo) de al menos aproximadamente 5 °C. Todavia mas preferiblemente, la porcion de ODN es
un ADN, un ARN, una quimera, un ANP o un acido nucleico bloqueado.

Las sondas y conjugados de la presente invencién son preparados generalmente usando métodos en fase sélida
conocidos por los expertos en la técnica. El montaje puede llevarse a cabo bien sea en la direccién 5'a 3', 0 3' a 5/,
usando, por ejemplo, reactivos de fosforamidita apropiados para el acoplamiento de los monémeros de ODN, los
fluoréforos, detenedores y ligadores de surco menor. Otros métodos para el ensamblaje incluyen condensaciones de
grupos funcionales bien conocidas para preparar, por ejemplo, enlaces éster, enlaces amida, enlaces disulfuro,
enlaces éter, enlaces tioéter y similares. En general, los materiales de partida estan disponibles comercialmente, o
pueden ser preparados de una manera directa a partir de materiales de partida disponibles comercialmente, usando
manipulaciones de grupos funcionales adecuados como se describe en, por ejemplo, March, et al., ADVANCED
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ORGANIC CHEMISTRY - Reactions, Mechanisms and Structures, 4th ed., John Wiley & Sons, New York, NY,
(1992).

Volviendo a las disposiciones mas generales para las sondas/conjugados de la presente invencion, la discusién que
sigue ilustra los tipos de oligonucleétidos, agentes de detencion o detenedores, ligadores de surco menor,
fluoréforos y grupos de enlace que pueden ser utilizados aqui.

Oligonucledtidos y oligoraucleétidos modificados

Los términos oligonucle6tido, polinucledtido y acido nucleico se utilizan de manera intercambiable para referirse a
polimeros de cadena sencilla o doble de ADN o ARN (o ambos), incluyendo polimeros que contienen nucle6tidos
modificados o de origen no natural, o para cualquier otro tipo de polimero capaz de apareamiento de bases estables
para ADN o ARN, incluyendo, pero no limitandose a, acidos nucleicos de péptidos los cuales son divulgados por
Nielsen et al. Science 254:1497-1500 (1991); oligémeros de ADN biciclo (Bolli et al, Nucleic Acids Res. 24:. 4660-
4667 (1996)) y las estructuras relacionadas. En una realizacion de los conjugados de la presente invencién, una
unidad estructural MB y un fluoréforo estan unidos en el extremo 5' del oligdmero y un agente de detencion esta
unido en el extremo 3'.

Son preferidos en la presente invencion oligonucleétidos de ADN que son de cadena sencilla y tienen una longitud
de 100 nucledtidos o menos, mas preferiblemente 50 nucledtidos o0 menos, ain mas preferiblemente 30 nucleétidos
0 menos y lo més preferiblemente 20 nucledtidos o menos con un limite inferior de aproximadamente 5 nucledtidos.

Conjugados de oligonucleotido que contiene un par fluoréforo/detenedor con un ligador del surco menor también
puede comprender una o mas bases modificadas, ademas de las bases de origen natural, adenina, citosina,
guanina, timina y uracilo. Se consideran bases modificadas aquellas que difieren de las bases de origen natural
mediante la adiciéon o eliminacion de uno o mas grupos funcionales, las diferencias en la estructura de anillo
heterociclico (esto es, la sustitucion de carbono por un heteroatomo, o viceversa), y/o uniébn de uno o mas
estructuras de brazo enlazadores a la base. Nucleétidos modificados preferidos son aquellos basados en una
estructura de pirimidina o una estructura de purina, siendo esta Ultima mas preferiblemente 7-deazapurinas y sus
derivados y pirazolopirimidinas (descrito en PCT WO 90/14353); y también se describe en la Patente de los Estados
Unidos No. 6,127,121. Se describen bases universales e indiscriminadas en la solicitud copendiente 60/508,792
(Incorporada como referencia en su totalidad)

Las bases modificadas mas preferidas para uso en la presente invencion incluyen el analogo de guanina 6-amino-
1H-pirazolo [3,4-d] pirimidin-4(5H)-ona (ppG o PPG, también Super G) y el analégica de adenina 4-amino-1H-
pirazolo [3,4-d] pirimidina (ppA o PPA). También puede ser utilizado el andlogo de la xantina 1H-pirazolo [5,4-d]
pirimidin-4 (5H)-6(7H)-diona (ppX). 3-prop-1l-inilpirazolo [3,4-d] pirimidina-4,6-diamino, (NH2).PPPA representan
otras bases modificadas preferidas para uso en la presente invencion. Estos analogos de bases, cuando estan
presentes en un oligonucledtido, refuerzan la hibridacion y mejoran la discriminacion no coincidente. Todas las
formas tautoméricas de bases de origen natural, bases modificadas y analogos de bases pueden ser incluidos en los
conjugados de oligonucleétidos de la invencion. Otras bases modificadas Utiles en la presente invencion incluyen 6-
amino-3-prop-1-inil-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, PPPG; 6-amino-3-(3-hidroxiprop-1-inil)l-5-hidropirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona, HOPPPG; 6-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, NH;PPPG; 4-
amino-3-(prop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, = PPPA; 4-amino-3-(3-hidroxiprop-1-inil)pirazolo[  3,4-d]pirimidina,
HOPPPA,; 4-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, NH,PPPA,; 3-prop-1-inilpirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-
diamino, (NH2)2PPPA,; 2-(4,6-diaminopirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)etin-1-ol, (NH2)2PPPAOH; 3-(2-
aminoetinil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina, (NH2)2PPPANH,; 5-prop-1-inil-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, PU; 5-
(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, HOPU; 6-amino-5-prop-1-inil- 3-dihidropirimidin-2-ona, PC; 6-
amino-5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, HOPC; y 6-amino- 5-(3-aminoprop-1-inil)-1,3-
dihidropirimidin-2-ona, NH,PC; 5-[4-amino-3-(3-metoxiprop-1-inil)pirazol[3,4-d]pirimidinil]-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol,
CH3OPPFA; 6-amino-1-[4-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-3-(3-metoxiprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-
ona, CH3;OPPPG; 4,(4,6-Diamino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-but-3-in-1-ol, Stper A; 6-Amino-3-(4-hidroxi-but-1-
inil)-1,5-dihidro-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona; 5-(4-hidroxibut-1-inil)-1H-pirimidin-2,4-diona, Sudper T; 3-yodo-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina ((NH2).PPAI); 3-bromo- 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina ((NH.),PPABr);
3-cloro-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina ((NH2).PPACI); 3-Yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina (PPAI);
3-Bromo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina (PPABr); y 3-cloro-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina (PPACI). En
algunas realizaciones, la base modificada sefialada anteriormente también puede incluir bases universales. La base
universal puede incluir aquellas divulgadas por Loakes, Nucl. Acids Res., 29: 2437-2447 (2001); Wu et al, JACS, 22:
7621-7632 (2000) y Seela et al, Nucl. Acids Res., 28: 3224-3232 (2001), incorporadas como referencia.

En otro grupo de realizaciones preferidas, las bases modificadas son utilizadas para introducir los ligandos directa o
indirectamente en la sonda usando una de las fosforamidas que tienen las formulas V y VI:
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en donde A* es ligando seleccionado de un grupo que incluye fluoréforos, detenedores o enlazadores de surco
menor. R y R* se seleccionan cada uno independientemente del grupo que conS|ste de H, NH; y un grupo amino
protegido; R" es un miembro seleccionado del grupo que consiste de H, F y OR™ en donde R™ es un miembro
seleccionado del grupo que consiste de H, (Ci-Cg) alquilo y un grupo protector de hidroxi; R” es un miembro
seleccionado del grupo de H, (C1-Cg) alquilo, o es combinado opcionalmente con R" para formar un anillo de cmco a
siete miembros, que tiene de uno a tres heteroatomos seleccionados del grupo que con5|ste de O, Sly N: R'es un
miembro seleccionado del grupo gue consiste de OH, un grupo hidroxi protegido y O- P’, en donde P' es un grupo
fosforamidita o H fosfonato; R™ es un miembro seleccionado del grupo que consiste de OH, un grupo hidroxi
protegido y O- P?, en donde P? es una fosforamidita, H-fosfonato, monofosfato, difosfato o trifosfato; R® es un
enlazador con aproxmadamente de 2 a 30 atomos principales, seleccionados de C, H, N, O, Sy P, y puede
contener grupos alquilo, alquileno, alquenilo, alquinilo y arilo solos o en combinacién.

Ademas de las bases modificadas mencionadas anteriormente, los oligonucleétidos de la invencion pueden tener un
esqueleto de azlcar o unidades estructurales glicosidicas, preferiblemente 2-desoxiribofuranosidas en donde todos
los enlaces internucledtidos son los enlaces fosfodiéster de origen natural. En realizaciones alternativas sin
embargo, los grupos 2-desoxi-B-D-ribofuranosa son reemplazados con otros azlcares, por ejemplo, B-D-
ribofuranosa. Ademas, la B-D-ribofuranosa puede estar presente en donde el 2-OH de la unidad estructural de ribosa
es alquilada con un grupo C;-s alquilo (2-(O-Ci-s alquilo) ribosa) o con un grupo C;-¢ alquenilo (2-(0-Cz-s alquenilo)
ribosa), o es reemplazado por un grupo fluoro (2-fluororribosa). Azucares formadores de oligémeros relacionados
Utiles en la presente invencion son aquellos que estan "bloqueados”, esto es, contienen un puente de metileno entre
C-4' y un atomo de oxigeno en C-2'. Otras unidades estructurales de azlUcar compatibles con la hibridacion del
oligonucledtido también se pueden utilizar, y son conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo, pero no
limitdndose a, a-D-arabinofurandsidos, a-2'-desoxiribofurandsidos o 2',3'-didesoxi-3'-aminoribofuranésidos. Los
oligonucledtidos que contienen a-D-arabinofuranésidos se pueden preparar como se describe en la Patente de los
Estados Unidos No. 5,177,196. Los oligonucleétidos que contienen 2',3'-didesoxi-3'-aminoribofuranésidos se
describen en Chen et al. Nucleic Acids Res. 23: 2661-2668 (1995). También se han descrito procedimientos
sintéticos para los acidos nucleicos bloqueados ((Singh et al, Chem. Comm., 455-456 (1998); Wengel J., Acc. Chem.
Res., 32:301-310 (1998)) y oligonucleétidos que contienen 2'-halégeno-2'-deosxiribofurandsidos (Palissa et al, Z.
Chem.. 27:216 (1987)). El esqueleto de fosfato de los oligonucleétidos modificados descritos aqui también puede ser
modificado de tal manera que los oligonucledtidos contengan enlaces de fosforotioato y/o metilfosfonatos y/o
fosforoamidatos (Chen et al, Nucl Acids Res., 23:2662-2668 (1995)). Las combinaciones de enlaces
oligonucleotidicos estan también dentro del alcance de la presente invencion. Todavia otras modificaciones del
esqueleto son conocidas por los expertos en la técnica.

En otro grupo de realizaciones, las bases modificadas descritas aqui son incorporadas en ANP y quimeras de
ADN/ANP para equilibrar Tms y proveer oligonucleétidos modificados que tienen una discriminaciéon no coincidente
mejorada. Diversas formas modificadas de ADN y analogos de ADN han sido utilizadas en los intentos de superar
algunas de las desventajas de la utilizacion de moléculas de ADN como sondas y cebadores. Entre estos estan los
acidos nucleicos peptidicos (los ANP, también conocidos como &cidos nucleicos de poliamida). Nielsen et al.
Science 254: 1497-1500 (1991). Los ANP contienen unidades de bases heterociclicas, como los encontrados en
ADN y ARN, que estan enlazados por un esqueleto de poliamida, en lugar del caracteristico esqueleto de azUcar-
fosfato del ADN y ARN. Los ANP son capaces de hibridacion con secuencias de ADN y ARN objetivo
complementarias y, de hecho, hibridan mas fuertemente que una sonda de acido nucleico correspondiente. La
sintesis de oligbmeros de ANP y mondmeros reactivos utilizados en la sintesis de oligdmeros de ANP se han
descrito en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5,539,082; 5,714,331, 5,773,571; 5,736,336 y 5,766,855. Se
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han resumido metodologias alternativas para ANP y sintesis quimera de ADN/ANP y monomeros para la sintesis de
ANP. Uhlmann et al. Angew. Chem. Int. Ed. 37: 2796-2823 (1998). De acuerdo con lo anterior, el uso de cualquier
combinacion de bases normales, bases de pirazolo[3,4-d]- pirimidina no sustituida (por ejemplo, PPG y PPA),
pirazolo [3,4-d]pirimidinas sustituidas en 3, purina modificada, pirimidina modificada, pirimidinas sustituidas en 5,
bases universales/ discriminativas, modificacion de azdcar, modificacion del esqueleto o ligador del surco menor
para equilibrar la T, de un ADN, ANP o quimera de ADN/ANP esta en el alcance de esta invencion. Los métodos
sintéticos necesarios para la sintesis de las unidades monoméricas de base modificadas requeridos para el acido
nucleico, ANP y sintesis de quimeras de ANP/ADN estan disponibles en la técnica, véase métodos en esta solicitud
y en Uhlmann et al. Angew. Chem. Int. Ed. 37: 2796-2823 (1998).

Para los usos descritos aqui, y como se sefialé anteriormente, los oligonucleétidos y oligonucleétidos modificados
tendran preferiblemente de 5 a 100 bases, mas preferiblemente de 5 a 50 bases, todavia méas preferiblemente, de 5
a 30 bases, y aun mas preferiblemente, de 5 a 20 bases. En algunas realizaciones, las porciones de oligonucleétidos
de las sondas/conjugados tendran 5 a 15 bases. En algunas realizaciones, las porciones de oligonucleétidos tendran
6,7,8,9,10, 11, 12, 13 o 14 bases o bases modificadas.

La capacidad para disefiar sondas y cebadores en una manera predecible utilizando un algoritmo, que puede dirigir
el uso o la incorporacion de bases modificadas, ligador del surco menor, fluoréforos y/o detenedores, con base en
sus propiedades termodinamicas se han descrito en la solicitud copendiente Serie No. 10/032,307, presentada el 21
de Diciembre de 2001. De acuerdo con lo anterior, el uso de cualquier combinacion de bases normales, bases de
pirazolo[3,4-d]pirimidina no sustituida (por ejemplo, PPG y PPA), pirazolo[3,4 -d] pirimidinas sustituidas en 3, purina
modificada, pirimidina modificada, pirimidinas sustituidas en 5, bases universales/discriminativas, modificacion de
azucar, modificacion del esqueleto o una unién de surco menor para equilibrar la T (por ejemplo, dentro de
aproximadamente 5-8 °C) de un producto hibridado con un &cido nucleico, ANP o quimera de ADN/ANP es
contemplado por la presente invencion.

Enlazadores del surco menor

Las sondas/conjugados de la presente invencién también tendran un enlazador del surco menor unido
covalentemente (MB). Una variedad de enlazadores del surco menor adecuados se han descrito en la literatura.
Véase, por ejemplo, Kutyavin, et al. Patente de los Estados No. 5,801,155; Wemmer, D.E., y Dervan P.B., Current
Opinon in Structural Biology, 7:355-361 (1997); Walker, W.L., Kopka, J.L. y Goodsell, D.S., Biopolymers, 44:323-334
(1997); Zimmer, C & Wahnert, U. Prog. Biophys. Molec. Bio. 47:31-112 (1986) y Reddy, B.S.P., Dondhi, S.M., y
Lown, J. W., Pharmacol. Therap., 84:1-111 (1999).

Los métodos adecuados para juntar enlazadores del surco menor (asi como grupos indicadores tales como
fluoréforos y detenedores descritos a continuacién) a través de enlazadores a oligonucleétidos se describen en, por
ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nos. RE 38,416; 5,512,677; 5,419,966; 5,696,251; 5,585,481,
5,942,610y 5,736,626.

El MB es generalmente unido bien sea a una base interna (Patentes de los Estados Unidos Nos. RE 38,416 y
6,084,102), el extremo 3' 0 5’ de la porcion de oligonucleétido a través de un grupo enlazante adecuado. La unién al
extremo 5' no sélo provee un beneficio de la estabilidad del hibrido, sino que también inhibe la digestién de nucleasa
de la sonda durante las reacciones de amplificacion.

La ubicacion de un MB dentro de un conjugado de oligonuclettidos de MB también puede afectar las propiedades
discriminatorias de tal conjugado. Una regién no emparejada dentro de un diplex dara lugar a cambios en la forma
del surco menor en las proximidades de las bases mal emparejadas. Puesto que los MB encajan mejor dentro del
surco menor de un duplex de ADN perfectamente coincidente, los no coincidentes que resultan en cambios en la
forma en el surco menor reducirian la fuerza de enlace de un MB a una regién que contiene una falta de
coincidencia. Por lo tanto, la capacidad de un MB para estabilizar un hibrido tal se reduciria, incrementando asi la
capacidad de un conjugado de oligonucleétidos de MB para discriminar una falta de coincidencia de un diplex
perfectamente coincidente. Por otro lado, si una falta de coincidencia se encuentra fuera de la region
complementaria a un conjugado de oligonucledtidos de MB, se espera que la capacidad discriminatoria para los
oligonucleétidos no conjugados y conjugados de MB de igual longitud sea aproximadamente la misma. Puesto que
la capacidad de una sonda de oligonucleétidos para discriminar pares de bases individuales no coincidentes
depende de su longitud, los oligonucledtidos mas cortos son mas eficaces en desajustes exigentes. La ventaja
primaria de la utilizacion de oligonucleétidos de MB conjugados en este contexto reside en el hecho de que se
pueden utilizar los oligonucleétidos mucho méas cortos en comparacion con los utilizados en la técnica anterior (esto
es, 20 méros o mas cortos), que tienen un mayor poder de discriminacién, debido al efecto estabilizador pronunciado
de la conjugacion de MB.

En un grupo de realizaciones, el MB se selecciona del grupo que consiste de CC1065, lexitropsinas, distamicina,

netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y andlogos de pirrolo[2,1-c][1,4]
benzodiacepinas.
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Ligadores del surco menor preferidos adicionales son aquellos seleccionados de las formulas:

O H o
b = R® RP
T\ A NG ‘( w#’ d m l“‘
m O gH a'r N H r
3

CH;

en donde el subindice m es un entero de 2 a 5; el subindice r es un entero de 2 a 10; y cada R® y R® es
independientemente un grupo enlazante al oligonucledtido (bien sea directa o indirectamente a través de un
fluoréforo), H, -OR®, -NR°RY, -COOR® 0 -CONR°R? , en donde cada R® y R’ es seleccionado de H, (Ci-Ci2)
heteroalquilo, (Co-C12) heteroalquenilo, (C>-Ci12) heteroalquinilo, (C1-C12) alquilo, (C>-Ci2) alquenilo, (Co-C1) alquinilo,
arilo(C1-C12) alquilo y arilo, con la condicion de que uno de R*y R® representa un grupo enlazante a ODN o Fl. Cada
uno de los anillos puede ser sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de H, halégeno, (C1-Co) alquilo,
ORY, N(Rg)2, N*(Rg)s, SR?, COR?, CO2R®, CON(R?)2, (CH2)0.6S03 - (CH2)0.6CO2 -, (CH2)0.60POs?, y NHC(O)(CH2)o-
6CO> -, y ésteres y sales de los mismos, en donde cada RY es independientemente H o (C1-Cs) alquilo.

Ligadores del surco menor particularmente preferidos incluyen el trimero de 1,2-dihidro-(3H)pirrolo[3,2-€] indol-7-
carboxamida (CDPI3), el pentdmero de N-metilpirrolo-4-carbox-2-amida (MPCs) y otros ligadores del surco menor
gue presentan un incremento de la discriminacion no coincidente. Las unidades estructurales de MB adicionales que
se encontrardn en uso en la practica de la presente invencion se divulgan en la Patente de los Estados Unidos
coposeida No. 5,801,155 y la patente de los Estados Unidos No. 6,727,356. En ciertas realizaciones, los MB pueden
tener unidos grupos potenciadores de la solubilidad en agua (por ejemplo, azlcares, aminoacidos, acido carboxilico
0 sustituyentes de acido sulfénico, y similares). Véase la solicitud copendiente de los Estados Unidos Serie No.
10/507,267 (basado en PCT/US03/07467).

Detenedores

Métodos de deteccion desarrollados recientemente emplean el proceso de transferencia de energia por resonancia
en fluorescencia (FRET) para la deteccion de la hibridacion de la sonda en lugar de la deteccion directa de la
intensidad de fluorescencia. En este tipo de ensayo, la FRET se produce entre un fluoréforo donante (informador) y
una molécula aceptora (detenedora) cuando el espectro de absorcion de la molécula detenedora se superpone con
el espectro de emision del fluor6foro donante y las dos moléculas estan en estrecha proximidad. La energia del
estado excitado del fluoréforo donante se transfiere al aceptor vecino por una interaccion en dipolo inducida por
dipolo en resonancia, lo que resulta en la detencion de la fluorescencia donante. Si la molécula aceptora es un
fluoréforo, su fluorescencia a veces puede ser incrementada. La eficiencia de la transferencia de energia entre las
moléculas donantes y aceptoras es altamente dependiente de la distancia entre las moléculas. Se conocen las
ecuaciones que describen esta relacién. La distancia Forster (R,) se describe como la distancia entre las moléculas
donantes y aceptoras, donde la transferencia de energia es eficiente en un 50%. También son conocidos otros
mecanismos de detencion de fluorescencia, tales como, la detencién de transferencia por colision y carga. Hay una
amplia orientacion en la técnica para seleccionar detenedores y pares de fluor6foros y sus uniones a
oligonucledtidos (Haugland, R.P., HANDBOOK OF FLUORESCENT PROBES AND RESEARCH CHEMICALS, Sixth
Edition, Molecular Probes, Eugene, OR, 1996; Patentes de los Estados Unidos Nos. 3,996,345 y 4,351,760 y
similares). Detenedores preferidos se describen en la Patente de los Estados Unidos coposeida No. 6,727,356,
incorporada aqui como referencia. Mas particularmente, la Tabla 1 siguiente contiene estructuras de detenedores
que se pueden modificar facilmente para las estructuras que tienen grupos funcionales adecuados (por ejemplo, Q-
K- con sitios de unién para las porciones de ODN) para la introduccion en sondas, con base en las reacciones
guimicas conocidas citadas (véase por ejemplo, Thiel, et al., J. fur prakt. Chemie, 328:497-514 (1986); Patentes de
los Estados Unidos Nos. 4,324,721 y 4,054,560; Timm, Melliand Textilberichte, 9:1090-1096 (1969); Hallas, J.S.D.C.
285-294 (1979); Beyer, et al., J Prakt. Chem., 24:100-104 (1964); Hutchings, et al., Chem. Europ. J. 3:1719-1727
(1997) y Morley, et al., J. Phys. Chem. A., 102:5802-5808 (1998); Haak, et al., J. Chem. Res. Minipnint 10:2701-2735
(1998) y Ruggli et al., He/v. Chim. Acta, 26:814-826 (1943). Estructuras adicionales (por ejemplo, colorantes mono- y
bis-azo) con diferentes combinaciones de sustituyentes en diversas posiciones se pueden preparar basadas en
compuestos y métodos conocidos en el campo de la quimica de colorantes (que se resumen en the Color Index,
Issue 3 on CDD-ROM, pages 4009-4324; Society of Dyers and Colourists, Bradford, England; http://www.sdc.org.uk;
y véase también la WO 01/86001 y la US 6,790,945 incorporada como referencia).
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Tabla 1
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(continuacion)

Literatura de la Estructura Amax nm; | Estructura modificada del enlazador
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Los anteriores detenedores cubren el rango de aproximadamente 400 a 800 nm, y muchos demuestran detencion
mejorada cuando se unen a un conjugado MB-FI-ODN-Q. Mientras que las versiones modificadas ilustran NH
(CH2CH>0H) como un grupo enlazante preferido para ser usado para acoplar el detenedor a oligonucle6tidos o
soporte solido, ejemplos de otros enlazadores adecuados son conocidos en la técnica o se proveen aqui o pueden

ser preparados a partir de detenedores derivados tales como los de la Tabla 1.

Detenedores preferidos para cada uno de los aspectos de la invencidn presente son seleccionados de aquellos en la
tabla anterior, asi como detenedores bis azo (Patente de los Estados Unidos No. 6,790,945) y los colorantes de
Biosearch Technologies, Inc. (provistos cono detenedores Black Hole™: BH-1, BH-2 y BH-3), Dabcilo, TAMRA y

rodamina de carboxitetrametilo.

Fluoréforos
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Los fluoréforos Gtiles en la presente invencién son en general colorantes organicos fluorescentes que han sido
derivados para unir al enlazador trifuncional W (férmula 11). Un experto en la técnica apreciarda que sean
seleccionados fluoréforos adecuados en combinacién con un detenedor, el cual tipicamente es también un colorante
organico y puede o puede no ser fluorescente.

Hay una gran cantidad de orientacion practica disponible en la literatura para seleccionar pares de fluor6foros-
detenedores apropiados para sondas particulares. Véase, por ejemplo, Clegg (citado anteriormente) Pesce et al.,
editors, FLUORESCENCE SPECTROSCOPY (Marcel Dekker, New York, 1971); White et al., FLUORESCENCE
ANALYSIS: A PRACTICAL APPROACH (Marcel Dekker, New York, 1970); y similares. La literatura también incluye
referencias que proveen listas exhaustivas de moléculas fluorescentes y cromogénicas (detencion) y sus
propiedades Opticas relevantes para la seleccion de pares de fluoréforo-detenedor, por ejemplo, Berlman,
HANDBOOK OF FLUORESCENCE SPECTRA OF AROMATIC MOLECULES, 2ND EDITION (Academic Press, New
York, 1971); Griffiths, COLOUR AND CONSTITUTION OF ORGANIC MOLECULES (Academic Press, New York,
1976); Bishop, editor, INDICATORS (Pergamon Press, Oxford, 1972); Haugland, HANDBOOK OF FLUORESCENT
PROBES AND RESEARCH CHEMICALS (Molecular Probes, Eugene, 1992); Pringsheim, FLUORESCENCE AND
PHOSPHORESCENCE (Interscience Publishers, New York, 1949); y similares. Adicionalmente, también son bien
conocidos los métodos para derivar fluoréforos y detenedores para la unidn covalente a través de grupos reactivos
comunes. Véase, por ejemplo, Haugland (citada anteriormente); Ullman et al., Patente de los Estados Unidos No.
3,996,345; Khanna et al., Patente de los Estados Unidos No. 4,351,760; y similares.

Fluoréforos preferidos son aquellos basados en colorantes xantherie, una variedad de los cuales esta disponible
comercialmente con sustituyentes Utiles para la unién de bien sea un grupo enlazante o para la unién directa a un
oligonucleétido. Otro grupo de compuestos fluorescentes son las naftilaminas, que tienen un grupo amino en la
posicion a- o B. Incluidos entre tales compuestos de naftilamino estan 1-dimetilaminonatftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-
naftaleno sulfonato y 2-p-toluidinil-6-naftaleno sulfonato. Otros colorantes incluyen 3-fenil-7-isocianatocumarina,
acridinas, tales como 9-isotiocianatoacridina y naranja de acridina; N-(p-(2-benzoxazolil)fenil)maleimida;
benzoxadiazoles, estilbenos, pirenos, y similares. Todavia otros fluor6foros adecuados incluyen los colorantes de
resorufina, colorantes de rodamina, colorantes de cianina y colorantes BODIPY.

Estos colorantes y metodologias de enlace adecuados para la union a oligonucleétidos estan descritos en muchas
referencias, por ejemplo, Khanna et al. (citada anteriormente); Marshall, Histochemical J., 7:299-303 (1975);
Menchen et al., Patente de los Estados Unidos No. 5,188,934; Menchen et al., Solicitud de Patente Europea
87310256.0; y Bergot et al., Solicitud Internacional PCT/LTS90/05565.

Mas particularmente, los fluoréforos descritos aqui pueden ser unidos a las porciones de oligonucleoétidos, utilizando,
por ejemplo, métodos quimicos o enzimaticos. A modo de ejemplo, los métodos para la incorporacion de grupos
guimicos reactivos en oligonucleétidos, en sitios especificos, son bien conocidos por los expertos en la técnica. Los
oligonucledtidos que contienen un grupo quimico reactivo, que se encuentra en un sitio especifico, se pueden
combinar con un marcador unido a un grupo reactivo complementario (por ejemplo, un oligonucleétido que contiene
un grupo reactivo nucledfilo puede hacerse reaccionar con un marcador unido a un grupo reactivo electrofilico) para
acoplar un marcador a una sonda mediante técnicas quimicas. Marcadores de ejemplo y métodos para la fijacion de
un marcador a un oligonucleétido se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos No. 5,824,796;
Patente de los Estados Unidos No. 5,210,015; Kessler (ed.), Nonradioactive Labeling and Detection of Biomolecules,
Springer-Verlag, Berlin, 1992; Kricka (ed.) Nonisotopic ADN Probe Techniques, Academic Press, San Diego, 1992;
Howard (ed.) Methods in Nonradioactive Detection, Appleton & Lange, Norwalk, 1993. La marcacién quimica no
especifica de un oligonucleétido se puede lograr mediante la combinacién del oligonucleétido con una sustancia
gquimica que reacciona, por ejemplo, con un grupo funcional particular de una base de nucleétidos, y simultanea o
subsecuentemente hacer reaccionar el oligonucleétido con un marcador. Véase, por ejemplo, Draper et al. (1980)
Biochemistry 19:1774-1781. La incorporacién enzimatica del marcador en un oligonucleétido se puede lograr
mediante la realizaciéon de la modificacién enzimatica o polimerizaciéon de un oligonucleétido utilizando precursores
marcados, o mediante la adicién enzimatica de un marcador a un oligonucleétido ya existente. Véase, por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos No. 5,449,767. Ejemplos de enzimas modificadoras incluyen, pero no se limitan a,
ADN polimerasas, transcriptasas reversas, ARN polimerasas, etc. Ejemplos de enzimas que son capaces de agregar
un marcador a un oligonucledtido ya existente incluyen, pero no se limitan a, quinasas, terminal transferasas,
ligasas, glicosilasas, etc.

Para cada uno de los aspectos de la presente invencion, los fluoréforos preferidos se seleccionan de colorantes Cy,
analogos de BODIPY, 5-FAM™, 6-FAM™, TET™, JOE™, HEX™, VIC™, NED™, TAMRA™, ROX™, Bothell Blue™
y Yakima Yellow™ (YY). Estos fluor6foros estan generalmente disponibles de fuentes comerciales tales como Glen
Research, Sterling, VA, Molecular Probes, Eugene, OR, Applied Biosystems Inc., Foster City, CA and Epoch
Biosciences, Inc., Bothell, WA.

Grupos enlazantes

Una variedad de grupos y métodos de enlazantes son conocidos por los expertos en la técnica para la unién de
fluoréforos, detenedores y ligadores del surco menor a los terminales 5' o 3' de oligonucledtidos. Véase, por ejemplo,
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Eckstein, editor, OLIGONUCLEOTIDES AND ANALOGUES: A PRACTICAL APPROACH (IRL Press, Oxford, 1991);
Zuckerman et al., Nucleic Acids Research, 15:5305-5321 (1987); Sharma et al., Nucleic Acids Research, 19:3019
(1991); Giusti et al., PCR Methods and Applications, 2:223-227 (1993), Fung et al., Patente de los Estados Unidos
No. 4,757,141; Stabinsky, Patente de los Estados Unidos No. 4,739,044; Agrawal et al., Tetrahedron Letters,
31:1543-1546 (1990); Sproat et al., Nucleic Acids Research, 15:4837 (1987); Nelson et al., Nucleic Acids Research,
17:7187-7194 (1989); y similares. Todavia otros grupos enlazantes disponibles comercialmente pueden ser usados
que pueden ser unidos un oligonucledtido durante la sintesis, por ejemplo, disponibles de Glen Research. Otras
metodologias para unir un fluoréforo a una porciéon de oligonucleétido involucran el uso de la quimica de la
fosforamidita en la conclusién de la sintesis en fase sélida por medio de colorantes derivados con una unidad
estructural de fosforamidita. Véase, por ejemplo, Woo et al., Patente de los Estados Unidos No. 5,231,191; Hobbs,
Jr., Patente de los Estados Unidos No. 4,997,928; Reed, et al., publicacién PCT No. WO 01/42505; Patente de los
Estados Unidos No. 6,653,473 y Solicitud de los Estados Unidos Serie No. 10/026,374.

Mientras que un numero de métodos enlazantes generales estan disponibles, la seleccién de ciertos grupos
enlazantes constituyen un aspecto de la invencion, cuando la seleccién es hecha en combinacién con otros factores
tales como la longitud de los oligonucledtidos, ligadores del surco menor, los pares de fluor6foro-detenedor, y
similares.

Las sondas y conjugados de la presente invencion generalmente tienen uno o dos tipos de grupos enlazantes. Tal
como se establece en la formula |, la letra K representa un grupo enlazante divalente, mientras que la letra W
representa un grupo enlazante trivalente. Los grupos enlazantes particulares se seleccionan generalmente por su
facilidad de sintesis, de utilidad en la sintesis en fase sélida, la estabilidad durante la construccién de la sonda y el
uso, y los parametros fisicos que cada uno imparte a la sonda o conjugado tales como proporcionar una separacion
adecuada entre el fluoréforo y el detenedor; o proveer una unién de longitud adecuada para permitir que la porcién
de ligadores del surco menor interactie no covalentemente con el surco menor formado tras la hibridacion de la
sonda.

Mas particularmente, K es un enlace directo entre el detenedor y la porcion de oligonucleétido de la
sonda/conjugado, 0 es un grupo enlazante divalente que tiene de 1 a 30 atomos de la cadena principal que se
selecciona entre C, O, N, S, P y Si. La estructura preferida de K se representa por la férmula:

i—o )

HO

en donde Q representa una unidad estructural detenedora, que tiene el significado provisto anteriormente y la linea
ondulada indica el punto de unién al resto de la sonda o conjugado.

El grupo enlazante trivalente W puede abarcar una variedad de estructuras con el fin de proveer una unién y
flexibilidad adecuadas entre el ODN, F1 y MB. En un grupo de realizaciones, W es una funcionalidad trivalente que
tiene la formula:

AO
—A'-Z—A2-

en donde Z es una unidad estructural ciclica o aciclica que tiene de 1 a 10 &tomos seleccionados de C, N, S, P, Siy
O; arilo y, los componentes A%, Al y A? se seleccionan independientemente de un enlace o una porcién
enlazante/espaciadora que tiene de 1 a aproximadamente 50 atomos seleccionados de C, N, S, P, Si 3/ O, y los
atomos de hidrégeno adicionales para llenar la valencias disponibles. Adicionalmente, cada uno de A", Al y A?
puede tener componentes ciclicos, (lineales o ramificados) componentes alquilo aciclicos (incluyendo componentes
alquilo insaturados), componentes arilo, o una combinacién de los mismos.

Enlazantes de tintes preferidos
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Marcador
Marcador A®
A° Hrll Marcador
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‘I\1 A 'y A 1!’
R* RY |Lx 'Ly Al

en donde cada uno de A°, A* y A? se han definido anteriormente; el marcador es generalmente un detenedor, R*y R”
son sitios de unién al resto de la sonda o conjugados. Por ejemplo, R*y RY pueden ser porciones de MB y porciones
de ODN (o [A-B]») de la sonda conjugada. Sin embargo, la presente invencién también esta dirigida a reactivos Utiles
en la preparacion de las sondas/conjugados descritos aqui. De acuerdo con lo anterior, en algunos aspectos de la
invencion, cada uno de R*y R’ se seleccionan independientemente de H, fosforamidita, éster de PFP, éster de NHS,
soporte solido y un atomo bloqueado con un grupo protector compatible con la sintesis de oligonucle6tidos. Un
experto en la técnica apreciara que cada uno de los anillos en las formulas anteriores (para W) puede ser sustituido
con uno mas sustituyentes seleccionados de H, halégeno, (C1-Cg) alquilo, OR?, N(R%),, N*(R%s, SRY, CORY, COzRY,
CON(RY)2, (CH2)0.6S03-, (CH2)0.6CO2-, (CH2)0.s0P03*, y NHC(O)(CH2)06COs-, y ésteres y sales de los mismos, en
donde cada R? es independientemente H o (C1-Csg) alquilo.

Las valencias del enlazador, que se conectan al ligador del surco menor y ODN, en la estructura | pueden tener
grupo enlazante adicional, tal como

R
O ——
N
e I
o—T——-
- OH | r

en donde el subindice r es un entero de 0 a 5, preferiblemente 1, lo mas preferiblemente 2. R es alquilo,
preferiblemente metilo.

Preparacioén de intermediarios y conjugados de oligonucleétidos
Los esquemas de reaccion 1-8 proveen métodos ilustrativos para la preparacién de conjugados de MB-F1-ODN-Q y
un namero de intermediarios que son (tiles en la presente invencién. Los esquemas ilustran la preparacion de

soporte sdlido, y derivados de fosforamidita enlazantes que se pueden utilizar en, por ejemplo, sintetizadores
automaticos para la preparacion de las sondas de la invencién.
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Esquema de Reaccion 1

El esquema 1 ilustra una metodologia postsintesis para preparar un conjugado MB-W(-FL)-ODN-KQ 2 a partir de un
NH»-W(-F1)-ODN-KQ1, sintetizado por métodos conocidos en la técnica. El grupo amino en W en conjugado 1 se
derivo a partir de un éster activado de CDPI; como se describe (Lukhtanov et al, Bioconj. Chem., 6:418-426 (1995))
para producir oligonucleétido modificado (2). El fluoréforo era fluoresceina y el detenedor era el Detenedor Eclipse
(Epoch Biosciences, Bothell, WA). En este ejemplo particular, el ligando MB y el fluoréforo se localizan en el extremo
5’ de la sonda de ADN y el detenedor en el extremo 3'. La orientacién reversa también es posible si se utilizan 5'-
fosforamiditas para sintetizar el precursor de sonda de cola amino.

La Figura 6, ilustra una metodologia para automatizar el ensamble de las sondas (conjugados) de la invencién en un
sintetizador de oligonucleétidos comercial. Este esquema provee sondas con la misma orientaciéon y estructuras
enlazadoras con ligando MB, fluoréforo y el detenedor como en el Esquema de Reaccion 1. En este metodologia un
ligando MB esta unido al soporte sélido (S) a través de un enlazador escindible. El MB también tiene un segundo
enlazador terminado en dihidroxi en el extremo distal de la unidad estructural MB, en el que uno de los grupos
hidroxi es DMTr (dimetoxitritilo) protegido y el otro es o bien libre o protegido con un grupo (R) que se puede eliminar
sin desproteger el grupo DMTr. Usando este soporte, un fluoréforo se incorpora primero en el grupo hidroxi libre (o
diferente de DMTr protegido) usando un reactivo fosforamidita fluor6foro. En la segunda se realiza la sintesis de
oligonucleétidos normales, utilizando bases de fosforamidita disponibles comercialmente, con la incorporacién final
de la unidad estructural detenedora utilizando reactivos de fosforamidita detenedores conocidos. Finalmente, en la
tercera etapa, las sondas totalmente ensambladas son desprotegidas y escindidas del soporte sdélido usando
condiciones de desproteccion estandar o ajustadas.

Los esquemas de reaccion 2 y 3 proveen un método para la preparacién de un soporte sélido de MB con un
enlazador escindible usado en la sintesis de conjugados de MB-F1-ODN-Q como se ilustra en la Figura 6. Mas
particularmente, estos esquemas ilustran la sintesis de un soporte sélido con un enlazador escindible (Esquema de
Reaccion 2) el cual esta acoplado a un reactivo MB que contiene un grupo enlazante dihidroxi bloqueado. Mas en
particular, estos esquemas ilustran la preparacion del soporte solido de MB deseado 14 requerido para la sintesis de
oligonucleétidos automatizada en un sintetizador.

En la primera porcién (Esquema de Reaccion 2) el soporte sélido pentafluorofenil activado 7 se sintetiz6 a partir de
succinato de monobencilo. El intermediario 3 se sintetiz6 a partir de succinato de monobencilo (J. Org Chem.,
66:4115-4121 (2001)) mediante la reaccién con 4clorobutirato de tert-butilo (preparado a partir de cloruro de 4-
clorobutirilo y tert-butanol). El grupo bencilo se elimind mediante hidrogenacién catalitica y luego el grupo carboxi
libre se hizo reaccionar con trifluoroacetato de pentafluorofenilo (PFP-TFA) para proveer éster de PFP 4. Usando
este éster de PFP, el soporte sélido modificado amino-se convirtié en apoyo de tert-butil-protegido 5. Finalmente, el
grupo carboxilo terminal se desprotegié para proveer el soporte sélido 6 y se convierte a éster de PFP para dar
soporte activado PFP-7.
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Esquema de Reaccion 2

En la segunda parte (Esquema de Reaccion 3) el soporte sélido de MB 14 requerido para la sintesis de
oligonucleétidos automatizada fue sintetizado a partir de t-Boc protegido derivado de monémero DPI. El Fmoc
protegido derivado de mondémero DPI 9 fue preparado por la eliminaciéon del grupo protector Boc con acido
trifluoroacético a partir del derivado DPI 8, seguido por la reaccion con cloruro de 9-fluoronilmetoxicarbonilo (Fmoc-
Cl). Este material se hizo reaccionar sucesivamente con PFPTFA y el 2-(5-aminopentil)propano-1,3-diol protegido
con DMTr para producir el Fmoc-DPI PFP-éster 10 y el derivado DPI enlazado a diol 11. El grupo Fmoc de 11 se
eliminé y se acoplé con un segundo Fmoc-DPI PFP-éster para producir el intermediario Fmoc DPl,. Una
desproteccién y acoplamiento adicionales proveyeron ligando MGB protegidos por Fmoc (triamida de
dihidrociclopirroloindol DPI; 12; MGB es una marca comercial de Epoch Biosciences). La eliminacién del grupo Fmoc
de 12 produjo el ligando de DPI3 que contiene amina 13. La reaccién del soporte sélido 7 y el intermedio de DPI; 13
produjo el soporte solido DPI3 14 con un enlazador escindible. El soporte solido 14 fue utilizado para sintetizar
conjugados de MGB-F1-ODN-Q con diversas combinaciones F1 y Q. Una combinacién preferida fue sintetizada con
fluoresceina como un fluoréforo y el Detenedor Eclipse Dark (disponible de Glen Research, Sterling, Virginia).
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Esquema de Reaccion 3

La Figura 7 muestra esquematicamente una forma particularmente preferida para ensamblar los conjugados de MB-
F1-ODN-Q en un sintetizador. En esta metodologia un ligando MB esta unido al soporte sélido (S) a través de un
enlazador escindible. El MB también termina en un segundo enlazador en el extremo distal de la unidad estructural
MB, en donde un grupo hidroxi es DMTr (dimetoxitritilo) protegido. En la primera etapa, usando este soporte
desbloqueado, es unido una fosforamidita fluoréforo trifuncional que contiene grupo hidroxi protegido DMTr. En la
segunda etapa, se lleva a cabo la sintesis normal de oligonucle6tido, usando bases de fosforamidita disponibles
comercialmente, con la incorporacion final de la unidad estructural detenedora utilizando reactivos de fosforamidita
detenedores conocidos. Finalmente, en la tercera etapa, las sondas totalmente ensambladas son desprotegidas y
escindidas del soporte sélido usando condiciones de desproteccion estandar o ajustadas.

Los esquemas de reaccion 4 y 5 proveen un método preferido para la preparacién de un soporte sélido MB con un
enlazador escindible usado en la sintesis de conjugados MB-F1-ODN-Q como se ilustra en la Figura 7. Mas
particularmente, estos esquemas ilustran la sintesis de un soporte sélido con un enlazador escindible (Esquema de
Reaccion 4) que esta acoplado a un reactivo MB que contiene un grupo enlazante hidroxi bloqueado 20 util para la
sintesis de oligonucle6tidos automatizado en un sintetizador.

En la primera porcién (Esquema de Reaccion 4) soporte sélido bloqueado de DMT 20 se sintetiz6 a partir de metil
éster de la unidad estructural DPI 8. El Intermediario 15 se sintetizd6 mediante la introduccién del enlazador de acido
DMT-hidroxihexanoico en el terminal N de la unidad estructural DPI mediante la reaccion de metil éster de 8 con 6-
O-dimetoxitritil-hexanoil 4-nitrofenil éster. La saponificacion del metil éster 15 y la reaccién con PFP-TFA produjo
DMTr-hidroxihexanoil-DPI PFP éster 16 el cual después se hizo reaccionar con DPI, nitrofeniletil éster 17 (véase la
Publicacién de Patente de los Estados Unidos 20020034754) para dar el DMTrhidroxihexanoil- DPI; NPE éster 18.
La eliminacion del grupo NPE con 1,8-diazabiciclo [5.4.0Jlundec-7-eno (DBU), y la activacion del grupo carboxi libre

25



10

ES 2529256 T3

con PFP-TFA generé DMTr-hidroxihexanoil-DPI3 PFP éster 19 adecuado para el acoplamiento con un soporte sélido
amino modificado apropiado para proveer soporte sélido de DMT-hidroxihexanolil-DPI3 20. En este ejemplo
particular de un soporte sélido modificado con amino, el soporte sélido de MMT-aminopentil diglicolato 22 se utilizd
después de la desproteccion del grupo MMT. Un experto en la técnica apreciara que esencialmente puede ser usado
cualquier soporte soélido utilizado en la técnica para sintetizar oligonucleétidos, incluyendo por ejemplo, vidrio de poro
controlado, poliestireno, nailon y similares.

" OCHg
N ODMT
HaCO 7 ~Boc O o =
L HN N
¢ N Y\/\/\ODMT
‘ 0
15
o’
= H
HN
O,PFP /
N
17 ©
02N
N
4 oDMT
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5 2. PFP-TFA
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S —NH H Ve N ODMT
> N
3
20

Esquema de Reaccion 4

En la segunda parte (Esquema de Reaccion 5) el soporte de diglicolato MMT-aminopentilo 22 (utilizado para
preparar 20 en el Esquema de Reaccién 4) se prepard a partir de 5-aminopentanol. El 5-aminopentanol estaba
protegido por reaccion con cloruro de monometoxitritilo (MMT-CI) para dar MMT-aminopentanol que a su vez se
hace reaccionar con anhidrido diglicélico para proveer diglicolato de MMT-aminopentilo 21. Este intermediario se
acopl6 con soporte solido que contiene amina (tal como poliestireno de aminometilo o0 aminoalquilo de cadena larga
CPG (vidrio de poro controlado)) en la presencia de reactivos de acoplamiento adecuados para la formacién de
unién amida para proveer el soporte de diglicolato de MMT aminopentilo requerido 22. El grupo MMT se eliminé por
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tratamiento con una solucién de acido tricloroacético en diclorometano antes de reaccionar con el éster de MB PFP
19; en el Esquema de Reaccion 4.

DS W R

Esquema de Reaccion 5

El esquema de reaccion 6 provee un método ilustrativo para la sintesis de fosforamidita fluorogénico 31. Se
conjugaron dimetil éster del 4cido 5-hidroxi-isoftalico y hexaetilen glicol en la presencia de azodicarboxilato de dietilo
(DEAD) y trifenilfosfina para intermediario hidroxi 23. La reaccién de 23 con cloruro de tosilo dio el éster de tosilo 24
el cual se hizo reaccionar con azida de sodio para producir el derivado de azida 25. La reduccion con LiAlH4, redujo
simultdaneamente los ésteres a grupos hidroximetilo y la azida a una amina primaria dando aminodiol 26. El grupo
amino de 26 fue bloqueada por reaccién con cloruro de 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (FmocCl) para dar 27, seguido
por el bloqueo de uno de los grupos hidroxilo por reaccion con DMTCI para producir 28. Después de desbloqueo del
grupo Fmoc, el grupo amino libre en 29 se hace reaccionar con PFP dipivaloilfluorescein-6-carboxilato
(Nucleoside&Nucleotides (1997) 16(1&2), 107-114) para dar 30. En la Ultima etapa el precursor hidroxi 30 se
convirtié a fosforamidita 31.
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Esquema de Reaccion 6

El esquema de reaccion 7 ilustra la sintesis de fosforamidita fluorogénico preferido 41. En la primera etapa se hace

reaccionar 4-hidroxibenzoato de metilo con hexaetilen glicol en presencia de dietilazodicarboxilato y trifenilfosfina

para proveer intermediario de hidroxi 32. La reaccién con cloruro de tosilo dio tosilato 33. El tosilato se convirtié en

5 azida 34 por reaccidén con azida de sodio. La reduccion catalitica (H2/Pd al 10% sobre carbono) produjo amina 35. El

compuesto 35 se tratd con hidroxido de sodio para saponificar el grupo éster. El siguiente tratamiento con cloruro de

Fmoc dio el acido 36. El acido 36 se convirti6 en éster de PFP 37 por reaccion con PFP-TFA. El éster se hizo

reaccionar con DMT-hidroxiprolinol (38) para dar el intermediario Fmoc 39. El grupo amino de 39 fue liberado por

tratamiento con DBU y después se hizo reaccionar con dipivaloilfluorescein-6-carboxilato de pentafluorofenilo para

10 dar derivado hidroxi 40. La conversién de 40 a la fosforamidita 41 sigue los métodos estandar para la introduccion de
una unidad estructural fosforamidita.
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Esquema de reaccion 7

El Esquema de Reaccién 8 ilustra el ensamble paso a paso de un conjugado MB-FI-ODN-Q particularmente
preferido 43 utilizando el soporte sélido 20, fosforamidita fluoresceina 41 y un Detenedor Eclipse fosforamidita 42
(disponible en Glen Research, Stirling, Virginia).
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Esquema de Reaccion 8

Todavia otros aspectos de la presente invencion son los soportes soélidos derivados, detenedores, fluoréforos y

ligadores del surco menor utilizados para ensamblar las sondas anteriormente descritas. En particular,

son

particularmente preferidos, aquellos componentes que tienen unidos grupos enlazantes (bien sea protegidos 0 no
5 protegidos) y provistos tipicamente como derivados de fosforamidita para uso en fase de soluciéon o de ensamble en

fase sélida (por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 6,790,945, 6,084,102, WO 03/023357 y WO 01/64958).

Métodos de uso

En un aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para la monitorizaciéon continua de amplificacion

de polinucledtidos, que comprende:

10 (a) combinar una muestra que contiene una secuencia objetivo, con uno o mas cebadores de oligonucledtidos
complementarios a las regiones de la secuencia objetivo, una enzima de polimerizacién, los sustratos de

nucleétidos, y un conjugado de oligonucleétidos que tiene una férmula:

Fl
MB-W— ODN —K-Q
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en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, F1 es un fluoréforo, W es un grupo enlazante trivalente que
provee suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se une en el ligador del
menor cuando dicho conjugado de oligonucleétidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no
hibridada, la fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucleétidos es menos de 10% de la fluorescencia no
detenida del fluor6foro, mas preferiblemente menos de 5%, todavia mas preferiblemente menos de 2% y en las
realizaciones mas preferidas es menos de 1%; vy iii) cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida con dicha
secuencia objetivo, la fluorescencia de F1 es al menos 50% de su fluorescencia no detenida, mas preferiblemente al
menos 60%, todavia mas preferiblemente al menos 80% y en las realizaciones mas preferidas es de al menos 90%;
para proveer una mezcla;

(b) incubar dicha mezcla en condiciones favorables para la amplificacion de dicho polinucle6tido; y

(c) monitorizar continuamente dicha amplificacion mediante la monitorizacién de la fluorescencia producida tras la
hibridacion conjugada al objetivo amplificado. En algunas realizaciones preferidas, la porcion de MB se selecciona
del grupo que consiste de andlogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina,
pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y analogos de pirrolo[2,1-c][1,4] benzodiazepina. En otras realizaciones
preferidas, la porcion F1 es un fluor6foro que tiene una longitud de onda de emision de aproximadamente 400 nm a
aproximadamente 800 nm, siendo seleccionado dicho fluoréforo del grupo que consiste en cumarinas, resorufinas,
xantenos, benzoxantenos, cianinas, y analogos BODIPY. En todavia otras realizaciones preferidas, la porcion Q es
un miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo. En aun otras realizaciones
preferidas, la porcién de ODN de dicho conjugado es de 8-25 nucleétidos de longitud. En todavia otras realizaciones
preferidas, la porcion de ODN de dicho conjugado es de 8-15 nucledtidos de longitud y K es un enlazador que tiene
una longitud de 10 a 50 atomos de la cadena principal seleccionada del grupo que consiste de C, O, N, S, Py Si.

Otro aspecto relacionado de la presente invencion provee métodos para monitorizar la expresion del gen que
comprende:

(a) proveer una disposicion de sondas de oligonucleétidos de diferentes secuencias,
(b) incubar una poblacién de polinucledtidos con la disposicion bajo condiciones de hibridacion, y
(c) determinar a cual de las sondas de oligonucleoétidos en la disposicion hibrida la poblacion;

en donde una 0 mas de las sondas de oligonuclettidos es un conjugado de oligonucle6tidos que tiene la formula:

Fl
MB-W— ODN —K—-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucleétido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, F1 es un fluoréforo, W es un grupo en enlazante trivalente que
provee suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucleétidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida del
fluoré6foro, méas preferiblemente menos de 5%, aln mas preferiblemente menos de 2% y en las realizaciones mas
preferidas es menos de 1%; y iii) cuando dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo,
la fluorescencia de F1 es al menos 50% de su fluorescencia no detenida, mas preferiblemente al menos 60%, aln
mas preferiblemente al menos 80% y en las realizaciones mas preferidas es de al menos 90%. En algunas
realizaciones preferidas, la porcion de MB es seleccionada del grupo que consiste de Analogos de CC1065,
lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y analogos de
pirrolo [2,1-c] [1,4] benzodiazepina, dicha porcion de F1 es un fluoréforo que tiene una emisién de longitud de onda
de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, dicho fluoréforo es seleccionado del grupo que consiste
de cumarinas, resorufinas, xantenos, benzoxantenos, cianinas y analogos BODIPY, y dicha porcion de Q es un
miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo. En otras realizaciones preferidas,
los conjugados se unen a un soporte sélido.

En otro aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para discriminar entre polinucleétidos que
difieren por un nucleétido individual, comprendiendo el método:

(a) incubar por separado cada uno de al menos dos polinucleétidos con un conjugado de oligonucle6tidos que tiene
la formula:
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Fi
MB-W — ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucleétido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluoréforo, W es un grupo enlazante trivalente que provee
espacio suficiente entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor cuando
dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucleétidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida del
fluoréforo, mas preferiblemente menos de 5%, todavia mas preferiblemente menos de 2% y en las realizaciones mas
preferidas es menos de 1%; y iii) cuando dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo,
la fluorescencia de F1 es al menos 50% de su fluorescencia no detenida, mas preferiblemente al menos 60%,
todavia mas preferiblemente al menos 80% y en las realizaciones mas preferidas es de al menos 90%, teniendo
dicho conjugado una secuencia definida bajo condiciones de hibridacién, en donde uno de los polinucleétidos tiene
una secuencia objetivo que es perfectamente complementaria a dicho conjugado de oligonucleétidos y al menos otro
de los polinucleétidos tiene una secuencia objetivo que tiene una no coincidencia de un nucleétido individual con el
conjugado de oligonucleétidos; y

(b) determinar la fuerza de hibridacion entre cada uno de los polinucleétidos y el conjugado de oligonucleétidos.
Como se describidé anteriormente, ciertas realizaciones preferidas son aquellas en las que se selecciona la porcién
de MB del grupo que consiste de analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina,
pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y analogos de pirrolo [2,1-c] [1,4] benzodiazepina, dicha porciéon de F1 es un
fluoréforo que tiene una emisiéon de longitud de onda de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm,
dicho fluoréforo es seleccionado del grupo que consiste de cumarinas, resorufinas, xantenos, benzoxantenos,
cianinas y analogos BODIPY, y dicha porcién de Q es un miembro seleccionado del grupo que consiste de
colorantes mono azo y bis azo.

En todavia otro aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para detectar una secuencia objetivo en
un polinucledtido, en donde el polinucledétido esta presente en una mezcla de otros polinucleétidos, y en donde uno o
mas de los otros polinucleétidos en la mezcla comprenden secuencias que estan relacionados pero no idéntica a la
secuencia objetivo, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la mezcla de polinucleétidos con un conjugado de oligonucleétidos que tiene la férmula:

Fl
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucleétido o un oligonucleétido
modificado, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluor6foro y W es un grupo enlazante trivalente que
provee suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucleétidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida del
fluoréforo, méas preferiblemente menos de 5%, aln mas preferiblemente menos de 2% y en las realizaciones mas
preferidas es menos de 1%; y iii) cuando dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo,
la fluorescencia de F1 es al menos 50% de su fluorescencia no detenida, mas preferiblemente al menos 60%,
todavia mas preferiblemente al menos 80% y en las realizaciones mas preferidas es de al menos 90%; y en donde el
conjugado forma un hibrido estable solamente con dicha secuencia objetivo que es perfectamente complementaria a
la porcién de ODN de dicho conjugado, y el conjugado no forma un hibrido estable con cualquiera de los otros
polinucleétidos; y

(b) medir la fluorescencia producida en la formacion de hibridos, con lo cual la formacién de hibridos indica la
presencia de dicha secuencia objetivo. Las realizaciones preferidas incluyen las descritos anteriormente,
particularmente en donde la porcion de MB se selecciona del grupo que consiste de analogos de CC1065,
lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-fenilindol y analogos de
pirrolo [2,1-c] [1,4] benzodiazepina, dicha porcion de F1 es un fluoréforo que tiene una emisién de longitud de onda
de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, dicho fluoréforo es seleccionado del grupo que consiste
de cumarinas, resorufinas, xantenos, benzoxantenos, cianinas y analogos BODIPY, y dicha porciéon de Q es un
miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo.

En todavia otro aspecto relacionado, la presente invencion provee métodos para distinguir entre los polinucleotidos
objetivo de tipo silvestre, mutantes y heterocigotos, comprendiendo dicho método:
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(a) poner en contacto una muestra que contiene un polinucleétido objetivo con dos sondas en donde una primera
sonda es especifica para dicho polinucleétido objetivo de tipo silvestre y una segunda sonda es especifica para
dicho polinucledétido objetivo mutante, cada una de dichas sondas que tienen una férmula:

Al
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucleétido o un oligonucleétido
modificado, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluoréforo, y W es un grupo enlazante trivalente que
provee espacio suficiente entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de F1 en dicho conjugado de oligonucleétidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida del
fluoréforo, méas preferiblemente menos de 5%, aln mas preferiblemente menos de 2% y en las realizaciones mas
preferidas es menos de 1%; y iii) cuando dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo,
la fluorescencia de F1 es al menos 50% de su fluorescencia no detenida, mas preferiblemente al menos 60%,
todavia mas preferiblemente al menos 80% y en las realizaciones mas preferidas es de al menos 90%; y en donde el
conjugado forma un hibrido estable solamente con dicha secuencia objetivo que es perfectamente complementaria a
la porcién de ODN de dicho conjugado, y el conjugado no forma un hibrido estable con cualquiera de los otros
polinucleétidos; y

(b) medir la fluorescencia producida en la formacion de hibridos, con lo cual la formacién de hibridos indica la
presencia o ausencia de cada uno de los polinucledtidos objetivo tipo silvestre, mutantes y heterocigotos. En este
aspecto, las temperaturas de fusion (Tr) para cada hibrido producido entre dichas primera y segunda sondas y sus
respectivos objetivos estan preferiblemente dentro de aproximadamente 5°C uno del otro. En otras realizaciones
seleccionadas, la porcion de ODN de cada una de dichas sondas es un oligonucleétido o un oligonucleétido
modificado que tiene de 8 a 18 bases o bases modificadas. Todavia mas preferiblemente, la porcién de ODN de
cada una de dichas sondas es un oligonucleétido o un oligonucleétido modificado que tiene de 10 a 15 bases o
bases modificadas. En otras realizaciones preferidas, las porciones de fluoréforo de cada una de dichas sondas se
seleccionan del grupo que consiste de 5-FAM™, 6-FAM™, TET™, JOE™, HEX™, VIC™, 6 NED™, TAMRA™,
ROX™ y YY™ En todavia otras realizaciones preferidas, la porcién de ODN de cada una de dichas sondas contiene
al menos una base modificada. En todavia otras realizaciones, la muestra se pone en contacto adicionalmente con
un conjunto de cebadores bajo condiciones de amplificacion y cada uno de dichos cebadores contiene de uno a diez
bases modificadas seleccionadas de las descritas aqui.

Ademas de las realizaciones descritas anteriormente, los componentes preferidos (por ejemplo, MB, F1, W, ODN, K
y Q) para uso en las sondas y los métodos citados son aquellos componentes que han sido descritos para las
sondas y los conjugados de la invencion. De acuerdo con lo anterior, las sondas y los componentes preferidos se
proveen en, por ejemplo, la férmula Il, llia, llib, IVa, IVb y IVc.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Plantillas

Se obtuvieron ciento dos muestras de AND del Centre Etude Polymorphism Humaine (CEPH) de Coriell Institute of

Medical Research (http://locus.umdnj.edu/). Una lista de las plantillas utilizadas, estd disponible en
http://snp500cancer.nci.nih.gov.

Oligonucledtidos

Los cebadores PCR fueron sintetizados usando quimica de fosforamidita estandar. Las sondas MB-F1-5'-ODN-Q se
prepararon por sintesis de ADN automatizada en un soporte de poliestireno modificado del ligador del surco menor
(compuesto 20, Esquema 4) usando fosforamiditas de 5’-3-cianoetilo (Glen Research, VA) disefiados para la sintesis
de segmentos de oligonucleétidos en direccion 5— 3. La sintesis de oligonucledtidos se realizé en un sintetizador
ABI 3900 de acuerdo con el protocolo suministrado por el fabricante utilizando una soluciéon de yodo 0.02 M.
Fosforamiditas de base modificada se sintetizaron con base en métodos divulgados previamente (WO 03022859 y
WO 0164958). Las sondas MGB Eclipse se sintetizaron como se describié previamente (Afonina et al,
Biotechniques, 32, 940-949 (2002)). Los colorantes que reportan 6-carboxifluoresceina (FAM), Yakima Yellow™
fueron introducidos en la Ultima etapa de la sintesis de la sonda MB Eclipse utilizando las fosforamiditas
correspondientes (Glen Research, Sterling, VA). Fosforamidita 41 se utiliz6 para la incorporacion del grupo
fluoresceina como se muestra en el Esquema de Reaccion 8 en las sondas de la invencion. EI CPG del Detenedor
Epoch Eclipse y 6-carboxifluoresceina (Glen Research, Stirling, Virginia) fueron utilizadas para la sintesis de Balizas
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Moleculares. Fosforamiditas 5'DMT estandar se utilizaron para la sintesis de Balizas Moleculares. Todos los
oligonucleétidos fueron purificados por HPLC en fase reversa.

La secuencia objetivo ARNT-01 muestra un polimorfismo [G/C], la sonda y cebadores designados se muestran en la
Tabla 2
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PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se llevé a cabo bien sea en un instrumento ABI Prism® 7700 o un instrumento ABI Prism®
7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se realizaron cincuenta ciclos de PCR en tres etapas (95°C durante 30
segundos, 56°C durante 30 segundos y 76°C durante 30 segundos) después de 2 minutos a 50°C y 2 minutos a
95°C. Las reacciones contenian sondas MB-F1-ODN-Q 0.25 uM o MB Eclipse™, cebador 100 nM complementario a
la misma cadena como la sonda, cebador de cadena opuesto 1 uM, dATP 125 pM, dCTP 125 uM, TTP 125 pM,
dUTP 250 uM, ADN polimerasa 0.25 U JumpStart (Sigma), 0.125U de AmpErasa Uracil N-glicosilasa (Applied
Biosystems) en regulador de PCR IX (Tris-HCI 20 mM pH 8.7, NaCl 40 mM, MgCl, 5 mM) en una reaccién de 10 pL.
El incremento en la sefial fluorescente se registré durante la etapa de hibridacién de la reaccion

Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra la relacion mejorada de sefial con respecto a fondo para sondas de la invencion en
comparacién con sondas MB Eclipse. Con el fin de hacer eso fueron medidas la sefial de fluorescencia de sondas
libres y sondas después de la hibridacién con complementos sintéticos. Las secuencias de las sondas y los
complementos sintéticos se muestran en la Figura 3. Los experimentos se llevaron a cabo en un espectrofotometro
de fluorescencia Varian Cary Eclipse con excitacion a bien sea 496 nm para FAM o a 530 nm para Yakima Yellow
(YY) y una longitud de onda de emisién de éter de 518 nm para FAM o 550 nm para YY. Se utilizaron rendijas de
excitacion y de emisiéon de 5 nm. La fluorescencia de fondo se registr6 en una solucién que contenia 0.1 uM de la
sonda (bien sea MB Eclipse o la nueva sonda de la invencion), NaCl 40 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.7.
Para la formacion duplex se agregé 0.5 mM de complemento (concentracién final). Antes de la mediciéon de la
fluorescencia de la reaccion se precalent6 a 60°C y luego se enfrié a 20°C.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la estabilidad mejorada de la fluorescencia de fondo (fluorescencia de la sonda no hibridada) de
las sondas de la invencién en comparacién con las sondas MGB-Eclipse como una funcién de la temperatura (véase
la Figura 4). Los experimentos se llevaron a cabo en un espectrofotometro de fluorescencia Varian Cary Eclipse
equipado con una célula de temperatura controlada con excitacién bien sea a 496 nm para FAM o a 530 nm para
Yakima Yellow (YY) y una longitud de onda de emision de éter de 518 nm para FAM o 550 nm para YY. Se utilizaron
rendijas de excitacion y de emisiéon de 5 nm. Las soluciones contenian 0.2 mM de sonda (bien sea MB Eclipse o la
nueva sonda de la invencién), NaCl 40 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.7.

Secuencias de sonda (SEQ ID NOS:20-23):

Eclipse #1 MB-Q-5-CAGAGACATACA*CCA-FAM (0 YY)

Eclipse #2 MB-Q-5-G*TATGTCTCTGACTCC-FAM (0 YY)

Nueva sonda #1 MB-FAM(0 YY)-5'-G*TCAGAG*ACATACA*CC-Q

Nueva sonda #2 MB-FAM(o YY)-5'-G*TATGTCTCTGACTCC-Q

G* es PPG, A* es base modificada de hidroxibutinil-diaminopirazolopirimidina.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra a) la capacidad de ligador del surco menor conjugado para detener la fluorescencia y b)

mecanismo de detencion de la fluorescencia concertada que involucra tanto el ligador del surco menor y el
Detenedor Eclipse (véase la Figura 5). Las condiciones experimentales fueron como se describié en los Ejemplos 1

y 2.

Secuencias de sonda (SEQ IS NOS: 24 y 13):

Detenedora o no detenedora de MB-FAM-5-G*ATGTGTCCGTGTCTC

Secuencia de complemento (SEG ID NO:14):

3-TACCTAACTACACAGGCACAGAGAAA

Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra sensibilidad incrementada de la nueva sonda de la invencidon mediante la comparacion de su

desempefio de fusion a una sonda MGB-Eclipse a una concentracion constante de sonda de 2x 107 M, mientras que
la concentracion del complemento vari6 entre 1x10” y 2.5x 10™° M.
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Las secuencias de sondas y complementos se muestran a continuacion:
Secuencias de la nueva sonda y complementos (SEQ ID NOS: 24 y 14):
MB-FAM-gATGTGTCCGTGTCTC-Q Nueva sonda

TACCTAAC---TACACAGGCACAGAGAAA Complemento 1

Secuencias de la sonda MGB Eclipse y complemento (SEQ ID NOS: 25y 14):
MB-Q-gATGTGTCCGTGTCTC-FAM MGB Eclipse

TACCTAAC---TACACAGGCACAGAGAAA Complemento 1

El andlisis de fusién fluorogénico se realizé en regulador 1x PCR en un espectrofotometro de fluorescencia Varian
Cary Eclipse usando longitud de onda de excitacion de 496 nm y una longitud de onda de emisién de 518 nm, con
rendija de excitacion de 5 nm y rendija de emision de 5 nm. Diferentes duplex de sonda/complemento se formaron
en la concentracion de la sonda constante de 2x10” M, mientras gue la concentracion de complemento varié entre
1x10”7 y 2.5x10"° M. La comparacion de la curva de fusion para el rendimiento de la nueva sonda de la invencion y
la sonda MB Eclipse se muestra en la Figura 8. Esta figura muestra un incremento sustancial en la sensibilidad
basado en la comparacion de la curva de fusion de los desempefios de estos dos tipos de sonda.

Ejemplo 5

Este ejemplo ilustra la capacidad del ensayo de sonda de la invencion para determinar el genotipo. Se determind el
genotipo a ciento dos muestras de ADN no relacionadas del Centre Etude Polymorphism Humaine (CEPH) para la
presencia del alelo ARNT- 01 (G/C) en comparacion con el MB Eclipse y la sonda de ensayos de la invencién. Las
sondas correspondientes especificas para cada no coincidencia se muestran en la Tabla 2. Cada muestra se analizé
con las sondas especificas del objetivo de tipo silvestre y mutante en un ensayo de PCR descrito anteriormente. El
analisis de genotipificacion del grafico de dispersion de punto final por PCR de las muestras de ADN se muestra en
la Figura 9. El gréfico de dispersién del ensayo de la invencion (Figura 9a) determina correctamente el genotipo de
todas las muestras de ADN con una separacion clara entre las de control sin plantilla, de tipo silvestre, heterocigotos
y de ADN mutantes. En contraste, el ensayo MB Eclipse (Figura 9b), las muestras de control sin plantilla y de ADN
heterocigoto no estan claramente separadas.

Ejemplo 6
Comparacion cinética de hibridacién de sondas de la invencién y balizas

Este ejemplo muestra que las sondas de la invencion hibridan significativamente mas rapido que las balizas
moleculares a sus respectivos objetivos. La cinética de hibridacidon de nuevas sondas y balizas moleculares fueron
investigadas con un accesorio espectrofotdbmetro de cinética rapida (Applied Photophysics, Surrey, GB) sobre un
rango de temperatura (30-55°C). Las concentraciones de sonda y objetivo fueron 1x10”7 y 2x107 M,
respectivamente. Las secuencias de las sondas y objetivo son (SEQ ID NOS: 26-28):

MB-FAM-gTCAGAgACATACaCC-Q (Sonda de la invencion),
FAM-CGGCGAGTCAGAGACATACACCAGCCG-Q (Sonda de baliza molecular) y

GCAGGGTGGTGTATGTCTCTGACTCCGTG (Complemento objetivo). Las secuencias madre estan subrayadas y
"a"y "g" son Super Ay Super G, respectivamente.

Las sondas fueron disefiadas con TmS similares contra la misma plantilla. Como se muestra en la tabla a
continuacioén, la cinética de hibridacion tal como es medida por las constantes de las ratas de reaccion de las sondas
Pleiades fue sustancialmente mas rapida que la de las balizas moleculares en todas las temperaturas investigadas.
A los 45 y 55°C la sonda de la cinética de reaccién de la invencion fue de aproximadamente 5y 3 veces mas rapida
que la de la Baliza Molecular.
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(SF?)nda de la invencion Baliza Molecular (M)
Temperatura °C Constante de la rata de reaccion Relacion de la Rata de Reaccién

L*Mol *sec.™ L*Mol *sec™ P

30 0.41x10° 0.10x10° 4.05

40 1.61x10° 0.27x10° 6.00

45 2.84x10° 0.54x10° 5.27

50 4.35 x10° 1.00x10° 4.347

55 6.51x10° 2.45x10° 2.66

Ejemplo 7
Este ejemplo ilustra la sintesis del soporte sélido activado de PFP 7
4-clorobutirato de tert-Butilo

Una mezcla de cloruro de 4-clorobutirilo (93 g, 0.66 mol), N,N-dimetilanilina (80 g, 0.66 mol) y tert-butanol (0.66 mol)
en etil éter (100 mL) se someti6 a reflujo durante 5 horas. La reaccién se enfrid, se diluyé con éter y se lavd con
agua, acido citrico al 10%, NaCl saturado y se secd sobre Na,SOs. El producto crudo obtenido después de la
evaporacion del solvente se destil6 bajo vacio (10 mmHg). Se recogié el producto crudo (79 g, 67%) hirviendo a 57-
58°C. 'H RMN (DMSO-d6) & 3,64 (t, J = 7 Hz, 2H), 2,35 (t, J = 7 Hz, 2H), 1,93 (g, 2H), 1,41 (s, 9H).

3-[(tert-Butil)oxicarbonil] propil fenilmetil butano-1,4-dioato 3

Una solucién de 4-clorobutirato de tert-butilo (8.9 g, 50 mmol) y monobencilsuccinato de cesio (preparado a partir de
succinato de monobencilo y CsOH) (50 mmol) en 100 mL de DMF se calenté a 80°C durante 2 dias. El DMF se
evapord y se sometié a cromatografia sobre silica (hexano-acetato de etilo) para dar 2.5 g (14%) del compuesto del
titulo 3 como un liquido incoloro. 'H RMN (DMSO0-d6) & 7.35 (s, 5H), 5.09 (s, 2H), 3.99 (t, J=7 Hz, 2H), 2.58 (m, 4H),
2.25(t, 3=7 Hz, 2H), 1.93 (q, 2H), 1.41 (s, 9H).

3-[(tert-Butil)oxicarbonil]propil 2,3,4,5,6-pentafluorofenil butano-1,4-dioato 4

El compuesto 3 (2.0 g, 5.7 mmol) se hidrogen6 durante 20 horas a 40 psi en THF (100 mL) en la presencia de 0.2 g
de 10% de Pd/C. El catalizador se elimind por filtracion a través de Celite y el filtrado se concentré. El acido se
disolvié en 20 mL de CHCI, anhidro. Se agregd6 diisopropiletilamina ((0.88 g, 6.8 mmol) seguido por trifluoroacetato
de pentafluorofenilo (1.9 g, 6.8 mmol) Después de haber sido mantenido a temperatura ambiente durante 1 hora el
solvente se evapord y el residuo se sometié a cromatografia sobre silica (acetato de etilo-hexano) para dar 2.2 g
(91%) de 4 como liquido viscoso. 'H RMN (DMSO-d6) 6 4.05 (t, J=6 Hz, 2H), 3.04 (t, J=6 Hz, 2H), 2.72 (t, J=6 Hz,
2H), 2.26 (t, J=7 Hz, 2H), 1.78 (q, 2H), 1.38 (s, 9H).

Preparacion de soporte soélido activado de PFP 7

Se agreg6 CPG de alquilamina de cadena larga (LCAA) (5.0 g, 500 A, 124 umol/g) a una solucién de 4 (0.53 g, 1.24
mmol) y diisopropiletilamina (1 mL) en 25 mL de DMF. El CPG se hizo rotar formando remolino durante 30 horas. Se
agregaron piridina (10 mL) y anhidrido acético (5 mL) y el CPG se removié durante 1 h. El CPG se lavé con DMF y
éter. El secado al vacio produjo 5.

El CPG 5 (5.0 g) se suspendié en 25 mL de TFA. Después de haberse hecho rotar formando remolino durante 1
hora se lavé con CH,Cl. El secado produjo CPG 6.

El soporte 6 (5.0 g) se suspendi6 en 25 mL de CH,Cl, anhidro y se trat6é con diisipropiletilamina (2 mL) y PFP-TFA (1
mL). El soporte se hizo rotar formando remolino durante 1 hora. El exceso de reactivos y subproductos se eliminaron
por filtracién y se lavaron con CH,Cl,. El secado produjo CPG activado por PFP 7.

Ejemplo 8
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Acido 3-[(Fluoren-9-iimetil)oxicarbonil]pirrolo[3,2-e]indolina-7-carboxilico 9

El acido 3-(tert-Butiloxicarbonil)pirrolo[3,2-e]indolina-7-carboxilico 8 (Boger et. al, J. Org. Chem. 52:1521 (1987))
(0.76 g, 2.4 mmol) se desprotegié por un tratamiento con 5 mL de TFA durante 1 hora. El TFA se evapord y el
trifluoroacetato resultante se disolvi6 en una mezcla de Na,COsz al 11% (10 mL) y 5 mL de THF. Se agregd
cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (0.75 g, 2.9 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 3 h. La reaccién se
diluyé con agua (200 mL) y se extrajo con dietil éter (2x50 mL). La fase acuosa se acidific6 mediante la adicion de
HCI 1 N a pH 1-2. El producto precipitado se recogié por centrifugacion, se lavé con agua y se sec6 bajo vacio para
producir 0.86 g (83%) de 9 como un sélido amarillo-gris.

3-[(fluoren-9-ilmetil)oxicarbonil]pirrolo[4,5-e]indolina-7-carboxilato de 2,3,4,5,6-Pentafluorofenilo 10

Se agrego trifluoroacetato de pentafluorofenilo (0.3 mL, 1.75 mmol) a una solucién de acido 9 (0.3 g, 0.7 mmol) y
trietilamina (0.3 mL, 2.1 mmol) en 4 mL de DMF anhidro. Después de 1 hora DMF se evaporé y el residuo se
sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con acetona al 2% en cloruro de metileno. La concentracion de la
fraccion de producto puro y secado produjo 0.29 g (70%) de éster de PFP 10 como un soélido amarillo.

Sintesis del compuesto 11

Una solucién de 10 (1,2 g, 2,0 mmol) y mono-O-DMT-4-aminobutiril-1,3-propanodiol (véase, la Patente de los
Estados Unidos No. 5,942,610) (1.2 g (2.66 mmol) en 20 mL de piridina se mantuvo a temperatura ambiente durante
24 horas. La reacciéon se concentré redisuelta en acetato de etilo, se lavd con NaCl saturado y se secO sobre
Na>SO,. el producto crudo se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con acetato de etilo. la evaporacion del
solvente produjo 1.6 g (93%) de compuesto deseado 11.

Ejemplo 9
Este ejemplo ilustra la preparacion del soporte sélido 20
3-{6-[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilhexanoil}pirrolo[4,5-e]indolina-7-carboxilato de metilo 15

Una solucion de pirrolo[4,5-e]indolina-7-carboxilato de metilo (2.7 g, 12.5 mmol) preparada de acuerdo con Boger et
al (J. Org. Chem. 52:1521 (1987)), 4-[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilhexanoato de 4-nitrofenilo (6.9 g, 12.5 mmol) y
trietilamina (2 mL) en 50 mL de DMF anhidro se agité a temperatura ambiente durante 5 horas y luego se concentro.
El aceite resultante se dejé a temperatura ambiente durante la noche (~15 h). El aceite se sometié a particion entre
acetato de etilo y bicarbonato de sodio al 5%. La fase organica se lavd dos veces con bicarbonato de sodio diluido,
cloruro de sodio saturado y se sec6 sobre sulfato de sodio. El producto crudo obtenido después de la eliminacién del
solvente se cristaliz6 a partir de acetato de etilo. El rendimiento del producto cristalino 15 fue 5.9 g (75%). 'H RMN
(DMSO-d6) & 11.94 (s, 1H), 8.24 (d, J=9 Hz, 1H), 7.4-7.2 (m, 10H), 7.07 (s, 1H), 6.87 (d, J=9 Hz, 4H), 4.16 (t, J=8
Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.72 (s, 6H), 3.28 (t, J=8 Hz, 2H), 2.96 (t, J=6 Hz, 2H), 2.42 (t, J=7 Hz, 2H), 1.58 (m, 4H), 1.41
(m, 2H).

3-{6-[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilhexanoil}pirrolo[4,5-e]indolina-7-carboxilato de 2,3,4,5,6-pentafluorofenilo 16

Una mezcla de 15 (3.2 g, 5.06 mmol), monohidrato de hidréxido de litio (0.6 g, 14.3 mmol) MeOH (10 mL), THF (20
mL) y agua (10 mL) se agit6 a 45°C durante 12 horas y se concentré. El residuo se sometio a particion entre acido
citrico al 10% frio y acetato de etilo. La fase organica se lavé con NaCl saturado, se seco sobre Na,;SOu, se tratd con
5 mL de trietilamina y se concentré para proveer 3.7 g de un material sélido. El sélido se coevaporé con DMF (2x50
mL) para eliminar el agua residual y se redisolvié en 40 mL de DMF anhidro. Se agregé diisopropiletilamina (1,5 mL)
seguido de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (PFP-TFA) (0.9 mL, 5.2 mmol). Después de ser mantenido a
temperatura ambiente durante la noche la reaccion se concentrdé y se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo
con hexano-acetato de etilo 1:1. La concentracion de las fracciones de producto puro y el secado in vacuo
produjeron 2.5 g de 16 (69%) del compuesto del titulo como un sélido amorfo, amarillo palido. 'H RMN (DMSO-d6) &
12.45 (s, 1H), 8.36 (d, J=9 Hz, 1H), 7.51 (s, 1H), 7.4-7.2 (m, 10H), 6.87 (d, J=9 Hz, 4H), 4.20 (t, J=8 Hz, 2H), 3.72 (s,
6H), 3.34 (t, J=8 Hz, 2H), 2.97 (t, J=6 Hz, 2H), 2.44 (t, J=7 Hz, 2H), 1.59 (m, 4H), 1.42 (m, 2H).

2-(4-3-({3-[(3-{6-[bis(4-metoxifenil)fenilmetoxilhexanoil}pirrolo[4,5-e]indolin-7-il)carbonilpirrolo[4,5-e]indolin-7-
il}carbonil)pirrolo[4,5-e]indolin-7-carboxilato de Nitrofenil)etilo 18

A una solucion de trifluoroacetato 3-(pirrolo[4,5-elindolin-7-ilcarbonil)pirrolo[4,5-e]indolina-7-carboxilato de 2-(4-
nitrofenil)etilo 17 (DPIl, NPE éster, Publicacion de la Patente de los Estados Unidos 20020034754) (0.91 g, 1.4
mmol) y diisopropiletilamina (0.49 mL, 2.8 mmol) en 10 mL de DMF anhidro se agregdé PFP éster 16 (1.1 g, 1.4
mmol). La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 24 horas para dar una suspension espesa del
producto precipitado. Se agregd metanol (50 mL) y el producto precipitado se recogio por filtracién y se lavo con
metanol y éter. El secado bajo vacio produjo 1.45 g (91%) del compuesto 18 como un sélido de color blancuzco. 'H
RMN (DMSO-d6) & 11.99 (s, 1H), 11.78 (s, 1H), 11.70 (s, 1H), 8.4-8.1 (m, 5H), 7,67 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.5-7.2 (m,
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12H), 7.09 (s, 2H), 7.01 (s, 1H), 6.88 (d, J=9 Hz, 4H), 4.6 (m, 6H), 4.16 (t, J=7.5 Hz, 2H), 3.73 (s, 6H), 3.43 (m, 4H),
3.31 (t, J=8 Hz, 2H), 3.23 (t, J=6 Hz, 2H), 2.97 (t, J=6 Hz, 2H), 2.41 (t, J=6 Hz, 2H), 1.59 (m, 4H), 1.41 (m, 2H).

3-({3-[(3-{6-[bis(4-metoxifenil)feniimetoxilhexanoil}pirrolo[4,5-e]indolin-7-il)carbonil]pirrolo[4,5-e]indolin-7-
il}carbonil)pirrolo[4,5-e]indolino-7-carboxilato de pentafluorofenilo 19

Nitrofeniletil éster 18 (1.39 g, 1.22 mol) se desprotegié por tratamiento con 6.6 mmol de DBU en 20 mL de DMF
anhidro durante 2 horas a 50°C. El DMF se evaporo y el residuo se tritur6 con metanol. EI material insoluble se
recogié por filtracion, se lavé con metanol y se secé bajo vacio durante la noche. El sélido se redisolvié en 20 mL de
DMF y se trat6é con diisopropiletilamina (1.5 mL, 8.6 mmol) y trifluoroacetato de pentafluorofenilo (1.0 mL, 5.8 mmol).
Después de ser agitada a temperatura ambiente durante 2 horas el DMF se evaporé y el residuo se tritur6 con
metanol. El producto precipitado se recogio por filtracion, se lavd con metanol y se sec6 bajo vacio para producir
1.41 g (100%) del PFP éster deseado 19 como un sélido amarillo. 'H RMN (DMSO-d6) 6 12.54 (s, 1H), 11.80 (s,
1H), 11.70 (s, 1H), 8.43 (d, J=9 Hz, 1H), 8.30 (m, 1H), 8.22 (d, J=9Hz, 1H), 7.558 (s, 1H), 7.5-7.2 (m, 12H), 7.09 (s,
1H), 6.97 (s, 1H), 6.87 (d, J=9 Hz, 4H), 4.6 (m, 4H), 4.11 (t, J=7 Hz, 2H), 3.73 (s, 6H), 3.43 (m, 4H), 3.28 (t, J=8 Hz,
2H), 2.97 (t, J=6 Hz, 2H), 2.37 (t, J=6 Hz, 2H), 1.57 (m, 4H), 1.40 (m, 2H).

El CPG de diglicolato de N-MMT-aminopentilo 22 se preparé por analogia con analogo de aminopropilo (solicitud de
patente de los Estados Unidos 2002/0034754)

5-[(4-metoxifenil)difenilamino]pentan-1-ol

Una solucion de cloruro de monometoxitritilo (7.7 g, 24.9 mmol) en CHCl, (50 mL) se agreg6 a través de un embudo
de adicién a una solucion agitada, fria (hielo/agua) de 5-amino-1-pentanol (5.2 g, 50 mmol) en otros 50 mL de
CHCl, anhidro. La mezcla se calentd hasta temperatura ambiente y se dejo reaccionar durante 1 hora. La reaccién
se diluyé con mas CH.Cl, y se extrajo con agua. La fase organica se lavé con NaCl saturado y se secé sobre
Na,SOs. El producto en bruto obtenido después de la evaporacion del solvente se sometié a cromatografia sobre
silica (acetato de etilo-hexano) para dar 6.1 g de 5-[(4-metoxifenil)difenilamino]pentan-1-ol

Sal de trietilamonio del acido 2-{[(5-{[(4-Metoxifenil)difenilmetillamino}pentil)oxicarboniljmetoxiacético 21

3.0 g (8 mmol) del 5-[(4-metoxifenil)difenilamino]pentan-1-ol se disolvieron en 20 mL de cloruro de metileno con 1.3
mL (9.4 mmol) de trietlamina y 1.1 g (9.5 mmol) de anhidrido diglicélico. La mezcla se agité durante la noche y se
concentré. El residuo se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con cloruro de metileno al 93%, metanol al
5% y trietilamina al 3%. Las fracciones que contenian productos se combinaron y el solvente se evaporé. Las trazas
de agua se eliminaron por coevaporacion con DMF seco. Se supone que el rendimiento del producto fue de 100%.
Se disolvié en 24 mL de DMF a ~0.33 M de concentracion final M.

Sintesis de CPG de diglicolato de N-MMT-aminopentilo 22.

10 g de LCAA-CPG se combinaron con 5 mL de una solucién 0.33 M de 21 en DMF (1.66 mmol) en un matraz de
fondo redondo de 100 mL. Se prepar6 una solucion de 2.5 mL of diisopropiletilamina, 0.11 g (0.8 mmol) de HOBT y
0.63 g (1.66 mmol) de HBTU y se agreg6 al CPG. ElI CPG se hizo rotar formando remolino durante 16 horas en un
agitador orbital (150 rpm). El CPG se filtr6 en un embudo de vidrio sinterizado y se lavé con DMF (2x100 mL),
acetonitrilo (2x100 mL) y éter (2x100 mL). Después de ser secado in vacuo, los grupos amino que no reaccionaron
se cubrieron tratando el GPC con 40 mL de piridina y 5 mL de anhidrido acético. Después de hacer rotar hasta
formar remolino durante 2 horas, el CPG se filtr6 y se lavé como se describié anteriormente. Después de secar in
vacuo durante la noche el CPG se analizé para carga de MMT mediante el tratamiento de 3-5 mg de CPG en 25 mL
de 1:1 (acido perclérico al 70%: metanol). La absorbancia del catién de MMT liberado se registré6 a 472 nm y se
calcul6 la carga de acuerdo con la ecuacion:

Carga de MMT (umolig)= A472nm x volumen (mL)x14.3/pesode CPG (mg)

Soporte del ligando de MGB 20

4 g de CPG de diglicolato de N-MMT-aminopentilo 22 se pesaron en un embudo de vidrio sinterizado de porosidad
media. El CPG fue destritilado por tratamiento con 25 mL de 3% de TCA/DCM. Después de agitar brevemente con
una espatula, la mezcla se hizo reaccionar durante 5 minutos antes de la filtracion (se volvié amarilla). El proceso se
repitidé 4 veces hasta que el filtrado fue incoloro. EI CPG se lavé con 4x 40 mL de cloruro de metileno. El filtrado se
descart6 a los residuos organicos, y el CPG se neutralizé mediante tratamiento con 40 mL de 20% de trietilamina en
acetonitrilo. Después de agitar brevemente con una espatula, la mezcla se filtr6 y se lavo con 2 x 40 mL de
acetonitrilo, y 2x 40 mL de éter. Las trazas de éter se eliminaron in vacuo (bomba de aceite). El CPG destritilado se
uso inmediatamente para la siguiente reaccion de inmovilizacién.
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El PFP éster MGB 19 (0.20 g, 180 mmol) se agit6 con 12 mL de DMSO seco. Después de 15 minutos, se agregé la
solucion a 4 g de CPG de diglicolato destritilado (en un matraz de fondo redondo de 50 mL). Se agregaron dos mL
de trietilamina y la mezcla se detuvo y se hizo rotar formando remolino en un mezclador orbital durante 14 horas. El
CPG se filtré y se lavo con 2x 50 mL de DMSO, 2x 50 mL de acetonitrilo, y 2x 50 mL de éter. Las trazas de éter se
eliminaron in vacuo (bomba de aceite). Grupos amino que no reaccionaron fueron acetiladas mediante el tratamiento
del GPC con 10 mL de piridina seca, 1 mL de 1-metilimidazol y 1 mL de anhidrido acético. Después de hacer rotar
formando remolino durante 1 hora, el CPG se filtr6 y se lavd con 2x 50 mL de DMF, 2x 50 mL de acetonitrilo, y 2x 50
mL de éter. Las trazas de éter se eliminaron in vacuo (bomba de aceite). El CPG se analizé para la carga de DMT
mediante el tratamiento de 3-5 mg de CPG en 25 mL de 70% de acido perclérico/metanol 1:1. La absorbancia del
catién de DMT liberado se registré a 498 nm y el nivel de carga se calcul6 en 45 umol/g de CPG usando la ecuacion:

Carga de DMT (umollg) = A,y X volumen (en mL) x 14.3 + peso de CPG (mg)

Ejemplo 10
Este ejemplo ilustra la preparacion de fosforamidita 31
5-{2-[2-(2-{2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}-3-(metoxicarbonil)benzoato de metilo 23

Se agreg6 dietilazodicarboxilato (22.7 g, 130 mmol) durante 3 minutos a una solucién agitada de 5-hidroxiisoftalato
de dimetilo (21 g, 100 mmol), hexaetilen glicol (32 g, 113 mmol) y trifenilfosfina (34 g, 130 mmol) en 250 mL de THF
anhidro. Después de 2 horas la reaccion se concentro y el residuo se suspendié en 200 mL de etil éter. Después de
ser enfriada a 0°C durante 30 minutos el 6xido de trifenilfosfina precipitado se retiré por filtracion y el filtrado se
concentré. La mezcla resultante se sometio a cromatografia sobre silica eluyendo, primero, con acetato de etilo para
separar PH3PO y subproducto de hexaetilenglicol bis-sustituido simétrico y, segundo, con MeOH al 5% en acetato de
etilo para eluir el derivado de hexaetilen glicol monosustituido deseado. La evaporacion del solvente y el secado bajo
alto vacio proveyeron 14.8 g (31%) del compuesto del titulo como un aceite viscoso. 'H RMN (DMSO-d6) & 8.08 (s,
1H), 7.70 (s, 2H), 4.58 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 4.25 (m, 2H), 3.90 (s, 6H), 3.76 (m, 2H), 3.60 (m, 2H), 3.51 (m, 16H), 3.40
(m, 2H).

5-{2-[2-(2-{2-[2-(2-azidoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}-3-(metoxicarbonil)benzoato de metilo (25)

Se agrego cloruro de p-tolueno sulfonilo (7.1 g, 37.44 mmol) en una porcién a una solucién agitada, fria (bafio de
hielo/agua) de 23 (14.8 g, 31.2 mmol) en 100 mL de piridina anhidra. Después de ser mantenida a 0°C durante la
noche la reaccion se concentré a ~30 mL sin utilizar bafio de calentamiento y se sometié a particién entre acetato de
etilo (200 mL) y NaHSO4 3N (200 mL). La fase acuosa se lavé con una cantidad adicional de acetato de etilo (100
mL) y los lavados organicos combinados se lavaron con solucién saturada de NaCl y se secaron sobre NaSO,. La
concentracién dio 17,8 g de tosilato crudo 24 en forma de aceite viscoso. Este producto se utilizdé en la siguiente
etapa sin purificacion adicional.

Se agreg6 azida de sodio (4.0 g, 61.5 mmol) a una solucién de tosilato crudo 24 (17.8 g, 28.3 mmol) en 220 mL de
DMF anhidro. La reaccion se agité a 50°C durante 5 horas. El solvente se evapor6 y el material residual se sometio a
particion entre agua (100 mL) y acetato de etilo (200 mL). La fase organica se lavé con NaCl saturado y se seco
sobre Na,SO4. El producto crudo obtenido después de la evaporacion del solvente se sometio a cromatografia sobre
silica eluyendo con acetato de etilo. Las fracciones que contenian el producto se concentraron y se secaron in vacuo
para proveer 10.1 g (67%) de la azida deseada 25 como un aceite viscoso, incoloro. 'H RMN (DMSO-d6) & 8.08 (s,
1H), 7.70 (s, 2H), 4.24 (t, J=4 Hz, 2H), 3.90 (s, 6H), 3.78 (t, J=4 Hz, 2H), 3.59 (t, J=5 Hz, 2H), 3.51 (m, 16H), 3.38 (t,
J=5 Hz, 2H).

N-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[3,5-Bis(hidroximetil)fenoxi]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etil] (fluoren-9-ilmetoxi)carboxamida (27)

Se suspendi6 hidruro de litio y aluminio (10.0 g, 263.5 mmol) en 250 mL de THF anhidro bajo atmésfera de argén en
tres porciones. La suspensién se enfrié a 0°C (bafio de hielo/agua) y se agregé lentamente una solucién de azida 25
(10.1 g, 20.2 mmol) en 100 mL de THF seco (~ 5 minutos) con agitacion. La reaccién se dejé calentar a temperatura
ambiente y se continud la agitacion durante otras 2 horas. El exceso de LiAlH4 se detuvo mediante adicion de agua
gota a gota (muy lento al principio) (20 mL) y la mezcla de reaccidén se concentrd para dar un material semisélido. El
aminodiol deseado se aisl6 a partir de este material por extraccion con 2-propanol y filtracién. Los sélidos se lavaron
con 2-propanol adicional hasta que no se detectd el producto en los lavados (4x200 mL). La concentracion del
extracto produjo aminodiol crudo 26 (8.2 g), que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

A una solucioén agitada, fria (bafio de hielo/agua) de amina cruda 26 (8.2 g, 19.6 mmol) en 80 mL de DMF se agregé
N,N-diisopropiletilamina (2.6 g, 20 mmol) seguido de cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (5.2 g, 20 mmol). La reaccion
se agitd a 0°C durante 30 minutos. La DMF se evapord y el aceite resultante se sometié a particion entre acetato de
etilo (300 mL) y agua (100 mL). La fase acuosa se lavd con acetato de etilo adicional. Las fases organicas
combinadas se lavaron con NaCl saturado, se secaron sobre Na,SO4 y se concentraron. La mezcla se sometié a
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cromatografia sobre silica eluyendo con CH.Cl, seguido de 2.5% de MeOH/CH,CI;, 5% de MeOH/CH.CI, v,
finalmente, con 10% de MeOH/CHCl,. La concentracion de las fracciones de producto puro produjo 9.25 g (72%)
del compuesto 27 como un jarabe viscoso, incoloro. 'H RMN (DMSO-d6) 6 7.89 (d, J=7.4 Hz, 2H), 7.70 (d, J=7.2 Hz,
2H), 7.42 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.33 (t, J=7.1 Hz, 2H), 6.86 (s, 1H), 6.75 (s, 2H), 5.16 (t, J=5.8 Hz, 2H), 4.45 (d, J=5.8 Hz,
4H), 4.30 (m, 2H), 4.22 (m, 1H), 4.06 (t, J=4 Hz, 2H), 3.72 (t, J=4.7 Hz, 2H), 3.5 (m, 16H), 3.41 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.15
(m, 2H).

N-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(5-{[Bis(4-metoxifenil)feniimetoxi]metil}-3-(hidroximetil)fenoxi)
etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]etoxiletil)(fluoren-9-ilmetoxi)carboxamida (28)

Se agreg6 cloruro de dimetoxitritilo (6.66 g, 19.6 mmol) en una porcién a una solucion agitada, fria (bafio de
hielo/agua) de diol 27 (12.6 g, 19.7 mmol) en 175 mL de piridina anhidra. La reaccion se dejé calentar a temperatura
ambiente. Después de ser mantenida a temperatura ambiente durante 15 horas la reaccion se concentré y se
someti6 a particion entre acetato de etilo y acido citrico al 10% frio. La fase organica se lavo con NaCl saturado y se
secd sobre Na;SO4. El deseado mono-DMT diol sustituido 28 se aislé de la mezcla por purificacion en columna de
silica gel eluyendo con un gradiente de MeOH (de 0 a 10%) en acetato de etilo. La concentracién de las fracciones
de producto puro y el secado bajo vacio dieron 8.0 g (43%) del compuesto del titulo 28 como un jarabe muy viscoso.
'"H RMN (DMSO-d6) & 7.89 (d, J=7.4 Hz, 2H), 7.69 (d, J=7.2 Hz, 2H), 7.5-7.2 (m, 13H), 6.92 (d, J=8.8 Hz, 4H), 6.89
(s, 1H), 6.81 (s, 1H), 6.74 (s, 1 H), 5.19 (t, J=6 Hz, 1 H), 4.47 (d, J=6 Hz, 2H), 4.29 (m, 2H), 4.21 (m, 1H), 4.05 (m,
4H), 3.74 (s+m, 8H), 3.5 (m, 16H), 3.41 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.14 (m, 2H).

5-[N-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(5-{[Bis(4-metoxifenil)fenilmetoxi]metil}-3-(hidroximetil)fenoxi)
etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}etil)carbamoil]-15-(2,2-dimetilpropanoiloxi)-1-oxospiro[3-hidroisobenzofuran-3,9’-xanteno]-
12-il 2,2-dimetilpropanoato (30)

Se agreg6 DBU (3 mL, 20 mmol) a una solucién en agitacion de monoDMT-aminodiol protegido por Fmoc 28 en 100
mL de CHCl, anhidro. Después de ser agitado durante 30 minutos la mezcla de reaccién se concentrd y se sometio
a cromatografia sobre silica eluyendo con, primero, CH,Cl, para separar el grupo protector y, segundo, con 10:5:85
(MeOH:Et3N:CH2Cl,) para eluir el producto deseado. El solvente se evaporo y el residuo se seco bajo vacio para dar
la amina 29 como un aceite viscoso.

Una solucion de la amina 29 (2 mmol) y trietilamina (2 mmol) 30 mL de CHCI; se agreg6 a una solucion agitada, fria
(0°C) de dipivaloilfluorescein-6-carboxilato de pentafluorofenilo (NUCLEOSIDE & NUCLEOTIDES (1997) 16(1&2),
107-114) en 10 mL de THF anhidro. Después ser agitada a 0°C durante 3 horas, los solventes se evaporaron y el
residuo se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con un gradiente de MeOH (de 0 a 5%) en acetato de etilo.
Las fracciones de producto puro se concentraron y se secaron para dar 30 (2.1 g, 85%) como un sélido amorfo
incoloro. "H RMN (DMSO-d6) & 8.76 (t, J=5 Hz, 1H), 8.22 (d, J=8 Hz, 1H), 8.16 (d, J=8 Hz, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.45 (s,
1H), 7.42 (s, 1H), 7.30 (m, 9H), 6.95 (m, 9H), 6.80 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 5.20 (t, J=6 Hz, 1H), 4.47 (d, J=6 Hz, 2H),
4.05 (m, 4H), 3.74 (s+m, 8H), 3.6-3.3 (m, 20H), 1.31 (s, 18H).

5-{N-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[5-{[Bis(4-metoxifenil)fenilmetoxi]metil}-3-({[bis(metiletil)amino](2-cianoetoxi)
fosfinooxi}metil)fenoxiletoxi}etoxi)etoxiletoxi}etoxi)etiljcarbamoil}-15-(2,2-dimetilpropanoiloxi)- 1-oxospiro[3-
hidroisobenzofuran-3,9'-xanteno]-12-il 2,2-dimetilpropanoate (31)

A una solucién de 30 (2.1 g, 1.68 mmol) en 50 mL de aCHCIl, anhidro se agregd tetrazolida de diisopropilamonio
(0.43 g, 2.5 mmol) seguido por tetraisopropilfosforodiamidita de 2-cianoetilo (0.76 g, 2.5 mmol). La reaccion se agitd
durante la noche, se concentré y se sometié a cromatografia sobre silica (prelavado con EtsN + EtOAc), eluyendo
con acetato de etilo. La concentracion de las fracciones de producto puro y el secado bajo alto vacio dieron 1.8 g
(75%) de 31 como un solido amorfo incoloro. 'H RMN (DMSO-d6) 6 8.76 (t, J=5 Hz, 1H), 8.22 (d, J=8 Hz, 1H), 8.15
(d, 3=8 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.30 (m, 9H), 6.95 (m, 9H), 6.80 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 4.66
(m, 2H), 4.03 (m, 4H), 3.74 (s+m, 8H), 3.6-3.3 (m, 24H), 2.75 (t, J=6 Hz, 2H), 1.29 (s, 18H), 1.14 (t, J=7 Hz, 12); 31P
NMR & 148 (s).

Ejemplo 11

Este ejemplo ilustra la preparacion de fosforamidita 41

Sintesis de compuesto 32

Se agregé gota a gota dietilazodicarboxilato (DEAD) (20.5 mL, 0.13 mol) a una soluciéon agitada de 4-
hidroxibenzoato de metilo (15.2 g, 0.1 mol), hexa(etilenglicol) (32 g, 0.11 mol) y trifenilfosfina (34 g, 0.13 mol) en 200
mL de THF anhidro. Después de agitarse durante 2 horas la reaccién se concentro y el residuo se suspendio en éter
(200 mL) para precipitar 6xido de trifenilfosfina. La suspension se enfrié y el sélido se filtré. El filtrado se concentrd y

el aceite resultante se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con un gradiente de metanol (0-5%) en acetato
de etilo. La concentracién de la fraccion de producto puro y el secado bajo vacio dieron 11.9 g (29%) de 32 como un
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jarabe incoloro. *H RMN (DMSO-d6) & 7.89 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.05 (d, J=8.8 Hz, 2H), 4.58 (t, J=5.5 Hz, 1H), 4.17 (t,
J=4.5 Hz, 2H), 3.76 (t, J=4.5 Hz, 2H), 3.65-3.35 (m, 20H).

Sintesis de compuesto 33

El compuesto 32 (12,9 g, 31,2 mmol) se secd por coevaporacion con piridina anhidra (2x100 mL), se disolvié en 100
mL de piridina anhidra y se enfrié a 0-3°C (bafio de agua-hielo). A esta solucién con agitaciéon se agregé cloruro de
p-toluenosulfénico (7.1 g, 37.44 mmol) en una porcién. La reaccion se agité a 0°C durante 16 horas y se concentro
manteniendo el matraz de concentracion frio (0-20 ° C). El residuo se sometio a particion entre acetato de etilo (200
mL) y NaHSO. 3N (200 mL). La fase organica se lavé con NaHCO3 saturado, NaCl y se secé sobre Na,S0O,. La
concentracion dio 16.1 g del tosilato deseado 33. Este material era suficientemente puro para ser utilizado en la
siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Sintesis de compuesto 34

La azida de sodio (4.0 g, 61.5 mmol) se agregé a una soluciéon de 33 (16.1 g, 28.2 mmol) en 220 mL de DMF. La
reaccion se agité a 50°C durante 5 horas. El solvente se evapord y el residuo se sometid a particion entre agua (100
mL) y acetato de etilo (200 mL). La fase organica se lavé con NaCl saturado y se secé sobre Na;SO,. El material
obtenido después de la evaporacion del solvente se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con acetato de
etilo. Las fracciones que contenian el producto se concentraron para dar 10.5 g (85%) de la azida 34 como un aceite
incoloro, viscoso.

Sintesis de compuesto 35

Una solucion de 34 (7.0 g, 15.9 mmol) en 250 mL de metanol se hidrogené a 45 psi en la presencia de 0.5 g de Pd al
10% sobre carbono durante 1 hora. El catalizador se eliminé por filtraciéon a través de Celita. La evaporacion del
solvente proveyo 6.55 g (99%) de la amina 35 como un aceite incoloro, viscoso.

Sintesis de compuesto 36

La amina 35 (6.5 g, 15.6 mmol) se disolvi6 en 32 mL de NaOH 1 N. Después de ser mantenido a temperatura
ambiente durante 1 hora se agregaron 50 mL de agua y 15.6 mmol de NaHCOs. La solucion se enfrié a 0°C usando
un bafio de hielo- agua. A esta solucion se agreg6 una solucion de Fmoc-ClI (4.9 g, 18.7 mmol) en 50 mL de THF. La
emulsion resultante se agité a 0°C durante 2 horas, se concentr6 y se acidific6 con HClI 1 N a pH 2. La mezcla se
extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavo con NaCl saturado y se sec6 sobre MgSQ,. La concentracion
dio el jarabe viscoso que se someti6 a cromatografia sobre silica eluyendo con un gradiente de MeOH (0-5%) en
diclorometano. El rendimiento de acido deseado 36 fue 9.1 g (93%).

Sintesis de compuesto 37

A una soluciéon de compuesto 36 (9.1 g, 14.6 mmol) y piridina (1.5 mL) en 150 mL de diclorometano anhidro se
agregdé 2.6 mL (15.1 mmol) de trifluoroacetato de pentafluorofenilo (PFP-TFA). La reaccion se mantuvo a
temperatura ambiente durante 3 horas y se concentré. El residuo se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo
con acetato de etilo. La concentracion de las fracciones de producto puro proveyeron 8.5 g (73%) de éster de PFP
37 como un aceite incoloro, viscoso. *H RMN (DMSO-d6) & 8.10 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.87 (d, J=7.4 Hz, 2H), 7.68 (d,
J=7.4 Hz, 2H), 7.40 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.31 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.18 (d, J=8.8 Hz, 2H), 4.25 (m, 5H), 3.77 (t, 3=4.0 Hz,
2H), 3.60-3.50 (m, 6H), 3.49 (s, 10H), 3.40 (t, J=6.5 Hz, 2H), 3.13 (m, 2H).

Sintesis de compuesto 39

Se preparé una solucion de 37 (4.0 g, 5.06 mmol), piridina (0.5 mL), diisopropiletilamina (0.5 mL) y DMT-
hidroxiprolinol (38) (2.5 g, 5.6 mmol) (preparado a partir de N-Fmoc-hidroxiprolina por reduccion de BH3 seguido de
proteccion de DMT del grupo hidroxi primario) en 100 mL de diclorometano. La reaccion se dejé proceder durante 50
horas hasta que casi no se encontrd éster de PFP 37 por analisis de TLC (acetato de etilo). La solucién se lavo con
acido citrico al 10%, NaCl saturado y se sec6 sobre Na,SO,. El material obtenido después de la evaporacién del
solvente se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con un gradiente de metanol (0 a 5%) en diclorometano.
La concentracién de las fracciones de producto puro dio 4.7 g (90%) del compuesto deseado 39 como un sélido
blanco, amorfo.

Sintesis de compuesto 40

Una solucién de compuesto 39 (4.6 g, 4.4 mmol) en una mezcla de diclorometano (25 mL) y tietilamina (25 mL) se
calenté a 50°C durante 24 horas. La reaccion se concentré y se redisolvié en 60 mL de diclorometano anhidro. Se
agreg6 diisopropiletilamina y la solucion se enfri6 a 0°C (bafio de agua-hielo). A la solucién fria se agreg6 en una
porcién dipivaloilfluorescein-6-carboxilato de pentafluorofenilo (2.9 g, 4.08 mmol). La reaccién se agité a 0°C durante
1 hora y se concentré. El material resultante se sometié a cromatografia sobre silica eluyendo con un gradiente de
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metanol (0 a 2,5%) en diclorometano. Las fracciones que contenian el producto se concentraron para dar 4.8 g
(88%) de 40 como un sélido blanco, amorfo.

Sintesis de compuesto 41

A una solucion de compuesto 40 (4.7 g, 3.5 mmol) en 80 mL de diclorometano anhidro se agreg6é 1.52 g de
tetrazolida de diisopropilamonio seguido por tetraisopropilfosforodiamidita de 2-cianoetilo (2.35 g, 7.8 mmol).
Después de agitarse durante 3 horas, la reaccidon se concentré y se sometié a particion entre acetato de etilo y
NaHCO; al 5%. La fase organica se lavé con NaCl saturado y se sec6 sobre Na,SO4. El material obtenido después
de la evaporacién del solvente se precipité dos veces de pequefa cantidad de acetato de etilo en un gran volumen
de hexano anhidro. La trituracién con hexano, filtracion y secado proveyeron 4.6 g (86%) de la fosforamidita deseada
41 como un so6lido blanco amorfo.
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<223> n = 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (ppG, PPG, G* o Super G) modificada por ligador del surco
menor (MB) y 6-carboxifluoresceina (FAM) o Yakima Yellow (YY)

<220>

<221> base_maodificada

<222> (7)

<223> n = 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (ppG, PPG, G* o Super G)
<220>

<221> base_modificada

<222> (14)

<223> n = 4-(4,6-diamino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-but-3-in-1-ol (A*, Stper A)
<220>

<221> base_modificada

<222> (16)

<223> ¢ modificada por detenedor (Q)

<400> 22

ntcaganaca tacncc 16

<210> 23

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:Sonda Nueva #2
<220>

<221> base_maodificada

<222> (1)

<223> n = 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (ppG, PPG, G* o Super G) modificada por ligador del surco
menor (MB) y 6-carboxifluoresceina (FAM) o Yakima Yellow (YY)

<220>

<221> base_maodificada

<222> (16)

<223> ¢ modificada por detenedor (Q)

<400> 23
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ntatgtctct gactcc 16

<210> 24

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: secuencia de la sonda con detenedor, sonda Nueva
<220>

<221> base_modificada

<222> (1)

<223> n = 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (ppG, PPG, G* o Super G) modificada por ligador del surco
menor (MB) y 6-carboxifluoresceina (FAM)

<220>

<221> base_modificada

<222> (16)

<223> ¢ modificada por Detenedor Eclipse (Q)
<400> 24

natgtgtccg tgtctc 16

<210> 25

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda MGB Eclipse
<220>

<221> base_maodificada

<222> (1)

<223> n = 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (ppG, PPG, G* o Super G) modificada por ligador del surco
menor (MB) y detenedor Eclipse (Q)

<220>

<221> base_modificada

<222> (16)

<223> ¢ modificada por 6-carboxifluoresceina (FAM)
<400> 25

natgtgtccg tgtctc 16
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<210> 26

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:sonda nueva
<220>

<221> base_modificada

<222> (1)

<223> n = 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (ppG, PPG, G* o Super G) modificada por ligador del surco

menor (MB) y 6-carboxifluoresceina (FAM)
<220>
<221> base_maodificada

<222> (7)

<223> n = 6-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (ppG, PPG, G* o Super G)

<220>
<221> base_maodificada

<222> (14)

<223> n = 4-(4,6-diamino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-but-3-in-1-ol (A*, Stper A)

<220>

<221> base_maodificada

<222> (16)

<223> ¢ modificada por detenedor (Q)
<400> 26

ntcaganaca tacncc 16

<210> 27

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:sonda de Baliza Molecular
<220>

<221> base_modificada

<222> (1)
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<223> ¢ modificada por 6-carboxifluoresceina (FAM)
<220>

<221> base_modificada

<222> (27)

<223> g modificado por detenedor (Q)

<400> 27

cggcgagtca gagacataca ccagecg 27

<210> 28

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: complemento de objetivo
<400> 28

gcagggtggt gtatgtctct gactccgtg 29
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REIVINDICACIONES

1. Una sonda de oligonucleétidos que comprende una porcién de oligonucleétido que tiene un extremo 3' y un
extremo 5', una unidad estructural de ligador del surco menor anexada a al menos una de dichas unidades de
nucleétidos a través de un grupo enlazante el cual liga covalentemente la unidad estructural ligadora del surco
menor al oligonucledtido y un fluoréforo y detenedor, teniendo dicha sonda la féormula;

W A K
M B/ ! HQ

en donde MB es un ligador del surco menor; Q es un detenedor; Fl es un fluoréforo; [A-B], representa un oligdmero
de acido nucleico que tienen n unidades, en donde n es un entero de 5 a 50; cada A representa independientemente
un componente de esqueleto de acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de un esqueleto de fosfato de
azlcar, un esqueleto modificado de fosfato de azucar, una cadena principal de acido nucleico blogueado, un
esqueleto peptidico o una variante del mismo usado en la preparacién de acido nucleico; y cada B representa
independientemente una base de acido nucleico, una base modificada o un analogo de base; K es un enlace o un
grupo enlazante; y W es un grupo enlazante trivalente que provee suficiente espacio entre MB, Fl y [A-B], de tal
forma que (i) MB se une a un surco menor diplex formado cuando dicha sonda de oligonucleétidos se hibrida a su
secuencia complementaria; (ii) en una forma no hibridada, la fluorescencia de Fl en dicha sonda de oligonucleétidos
es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; y (iii) cuando dicha sonda de oligonucleétidos se hibrida a dicha
secuencia objetivo, la fluorescencia de Fl es al menos 50% de su fluorescencia no detenida.

2. Una sonda de oligonucleétidos de la reivindicacion 1, en donde W provee separacion entre MB, Fl y [A-B], de tal
manera que en una forma no hibridada, la fluorescencia de Fl en dicha sonda de oligonucleétidos es menos de 30%
de la fluorescencia no detenida.

3. Una sonda de oligonucleétidos de la reivindicacién 1, en donde W es un miembro seleccionado del grupo que
consiste de:

T T
A

Vi
AP 1 o }E‘c
HMN N

VA

() ) ©

en donde g esun enterode 0 a 8; y A%, A y A? son cada uno grupos enlazantes que tiene de 1 a 50 atomos de la
cadena principal con porciones seleccionadas del grupo que consiste de arilo, alquileno, alquileno sustituido,
heteroalquileno, heteroalquileno sustituido y combinaciones de los mismos; y en donde las lineas onduladas indican
los puntos de unién a MB, Q y [A-B].

4. Una sonda de oligonucledtidos de la reivindicacion 1, en donde n es un entero de 6 a 18, y dicha porcion de [A-B],
comprende al menos tres nucledtidos de guanina consecutivos en donde al menos una de las bases de nucleétidos
de guanina es reemplazada por PPG.

5. Una sonda de oligonucleétidos de la reivindicacion 4, en donde dicha porciéon de [A-B], es un ADN, un ARN,
guimera, un ANP o un &cido nucleico bloqueado.

6. Una sonda de oligonucledtidos de la reivindicacion 1, en donde n es un entero de 6 a 18, siendo dicha sonda
complementaria a una secuencia objetivo que tiene al menos 30% de bases de adenina y timina, en donde dicha
sonda contiene al menos una base modificada suficiente para proveer un incremento de la estabilidad de la
formacion de diplex de al menos 3°C, con relacion a una sonda sin dicha al menos una base modificada.
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7. Una sonda de oligonucleétidos de la reivindicacion 6, en donde dicha porcién [A-B], es un ADN, un ARN, quimera,
un ANP o un acido nucleico bloqueado.

8. Una sonda de oligonucleétidos de la reivindicacion 6, en donde dicha sonda es complementaria a una secuencia
objetivo que tiene al menos 50% bases de adenina y timina, en donde dicha sonda contiene bases modificadas
suficientes para proveer un incremento de la estabilidad de la formacién de diplex de al menos 5°C, con respecto a
una sonda sin dichas bases modificadas.

9. Una sonda de oligonucleétidos de la reivindicacién 1, en donde

o/\\/’%\/\n-—— b
5 H

¢ —0
N OH
ﬁ (s
a
" /{9;0__.['__.0 yKes
es (!J - N
e
F JE— 3

0

Vb IVe

10. Un método para la monitorizacion continua de amplificacion de polinucleétidos, que comprende:

(a) combinar una muestra que contiene una secuencia objetivo, con uno o0 mas cebadores de oligonucleotidos
complementarios a las regiones de la secuencia objetivo, una enzima de polimerizacion, los sustratos de
nucleétidos, y un conjugado de oligonucleodtidos que tiene una férmula:

Fl
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluoréforo, W es un grupo enlazante trivalente que provee
espacio suficiente entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor cuando
dicho conjugado de oligonuclettidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de Fl en dicho conjugado de oligonucledtidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; vy iii)
cuando dicho conjugado de oligonucleétidos se hibrida con dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de Fl es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida; provee una mezcla;

(b) incubar dicha mezcla bajo condiciones favorables para la amplificacion de dicho polinucleétido; y

(c) monitorizar continuamente dicha amplificacién monitorizando la fluorescencia producida tras la hibridacion del
conjugado al objetivo amplificado

11. Un método de la reivindicacion 10, en donde dicha porcién de MB es seleccionada del grupo que consiste de

analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-
fenilindol y analogos de pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina.
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12. Un método de la reivindicacién 10, en donde dicha porcion Fl es un fluor6foro que tiene una longitud de onda de
emision de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, siendo dicho fluoréforo seleccionado del grupo
gue consiste de cumarinas, resorufinas, xantenos, cianinas benzoxantenos, y analogos BODIPY.

13. Un método de la reivindicacion 10, en donde dicha porcion de Q es un miembro seleccionado del grupo que
consiste de colorantes mono azo y bis azo.

14. Un método de la reivindicacion 10, en donde dicha porciéon de ODN de dicho conjugado es de 8-25 nucleétidos
de longitud.

15. Un método de la reivindicacion 10, en donde dicha porciéon de ODN de dicho conjugado es de 8-15 nucleétidos
de longitud y K es un enlazador que tiene una longitud de 10-50 atomos de la cadena principal seleccionado del
grupo que consistede C,O, N, S, Py Si.

16. Un método de la reivindicacion 10, en donde W y K tienen férmulas IVb y IVc, respectivamente.
17. Un método para monitorizar la expresién génica que comprende:

(a) proveer una disposicion de sondas de oligonucleétidos de secuencias diferentes,

(b) incubar una poblacién de polinucleétidos con disposicién bajo condiciones de hibridacion, y

(c) determinar a cual de las sondas de oligonucleétidos en la disposicion hibrida la poblacion;

en donde una o0 mas de las sondas de oligonuclettidos es un conjugado de oligonucle6tidos que tiene la formula:

A
MB-W— ODN —K—-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluor6foro, W es un grupo enlazante trivalente que provee
espacio suficiente entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor cuando
dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de Fl en dicho conjugado de oligonucledtidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; vy iii)
cuando dicho conjugado de oligonucle6tidos se hibrida a dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de Fl es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida.

18. Un método de la reivindicacion 17, en donde dicha porcién de MB es seleccionada del grupo que consiste de
analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-
fenilindol y analogos de pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina, dicha porcion Fl es un fluoréforo que tiene una longitud de
onda de emision de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, siendo dicho fluoréforo seleccionado del
grupo que consiste de cumarinas, resorufinas, xantenos, cianinas benzoxantenos, y analogos BODIPY, y dicha
porcién Q es un miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo.

19. Un método de la reivindicacion 18, en donde dichos conjugados se unen a un soporte sélido.
20. Un método de la reivindicacion 17, en donde W y K tienen las formulas IVb y IVc, respectivamente.

21. Un método para discriminar entre polinucleétidos los cuales difieren por un nucleétido sencillo, comprendiendo el
método:

(a) incubar por separado cada uno de al menos dos polinucleétidos con un conjugado de oligonucleétidos que tiene
la formula:

Fi
MB-W— ODN —K~-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia que es complementaria a una porcion de dicha secuencia objetivo que es
amplificada, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluoréforo, W es un grupo enlazante trivalente que provee
espacio suficiente entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor cuando
dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
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fluorescencia de Fl en dicho conjugado de oligonucle6tidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; v iii)
cuando dicho conjugado de oligonucleétidos se hibrida con dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de Fl es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida, teniendo dicho conjugado una secuencia definida bajo condiciones de
hibridacién, en donde uno de los polinucledtidos tiene una secuencia objetivo que es perfectamente complementaria
a dicho conjugado de oligonucledtidos y al menos otro de los polinucledtidos tiene una secuencia objetivo que tiene
una no coincidencia de un nucleétido individual con el conjugado de oligonucleétidos; y (b) determinar la fuerza de
hibridacion entre cada uno de los polinucleétidos y el conjugado de oligonucleétidos.

22. Un método de la reivindicacion 21, en donde dicha porcién de MB es seleccionada del grupo que consiste de
analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-
fenilindol y analogos de pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina, dicha porcion Fl es un fluoréforo que tiene una longitud de
onda de emision de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, siendo dicho fluoréforo seleccionado del
grupo que consiste de cumarinas, resorufinas, xantenos, cianinas benzoxantenos, y analogos BODIPY, y dicha
porcion de Q es un miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y his azo.

23. Un método para la reivindicacion 21, en donde

o/‘\./o ) ﬂ___ b

g —

0
1:. N OH
o Q
8/63\ u vKes
50—

24. Un método para detectar una secuencia objetivo en un polinucleétido, en donde el polinucledtido esta presente
en una mezcla de otros polinucleétidos, y en donde uno o mas de los otros polinucleétidos en la mezcla comprenden
secuencias que estan relacionadas pero no son idénticas a la secuencia objetivo, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la mezcla de polinucleétidos con un conjugado de oligonucledtidos que tiene la férmula:

Fl
MB-W— ODN —K-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucleétido o un oligonucleétido
modificado, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluor6foro y W es un grupo enlazante trivalente que
provee suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor
cuando dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de Fl en dicho conjugado de oligonucle6tidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; v iii)
cuando dicho conjugado de oligonucleétidos se hibrida con dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de Fl es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida; y en donde el conjugado forma un hibrido estable solamente con dicha
secuencia objetivo que es perfectamente complementaria a la porcion de ODN de dicho conjugado, y el conjugado
no forma un hibrido estable con cualquiera de los otros polinucleétidos; y

(b) medir la fluorescencia producida en la formacién de hibridos, con lo cual la formaciéon de hibridos indica la
presencia de dicha secuencia objetivo.
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25. Un método de la reivindicacion 24, en donde dicha porcion de MB es seleccionada del grupo que consiste de
analogos de CC1065, lexitropsinas, distamicina, netropsina, berenil, duocarmicina, pentamidina, 4,6-diamino-2-
fenilindol y analogos de pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepina, dicha porcién Fl es un fluoréforo que tiene una longitud de
onda de emisién de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 800 nm, siendo dicho fluoréforo seleccionado del
grupo que consiste de cumarinas, resorufinas, xantenos, cianinas benzoxantenos, y analogos BODIPY, y dicha
porcién de Q es un miembro seleccionado del grupo que consiste de colorantes mono azo y bis azo.

26. Un método de la reivindicacion 24, en donde W y K tienen las formulas IVb y IVc, respectivamente.

27. Un método para distinguir entre los polinucleétidos objetivo de tipo silvestre, mutante y heterocigotos,
comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra que contiene un polinucleé6tido objetivo con dos sondas en donde una primera
sonda es especifica para dicho polinucledtido objetivo de tipo silvestre y una segunda sonda es especifica para
dicho polinucleétido objetivo mutante, teniendo cada una de dichas sondas una formula:

I
MB-W— ODN —K—-Q

en donde MB es un ligador del surco menor, Q es un detenedor, ODN es un oligonucle6tido o un oligonucleétido
modificado, K es un enlace o un grupo enlazante, Fl es un fluoréforo y W es un grupo enlazante trivalente que
provee suficiente espacio entre los componentes MB, F y ODN de tal forma que: i) MB se liga en el surco menor
cuando dicho conjugado de oligonucledtidos se hibrida a dicha secuencia objetivo; ii) en una forma no hibridada, la
fluorescencia de Fl en dicho conjugado de oligonucledtidos es menos de 10% de la fluorescencia no detenida; vy iii)
cuando dicho conjugado de oligonucleétidos se hibrida con dicha secuencia objetivo, la fluorescencia de Fl es al
menos 50% de su fluorescencia no detenida; y en donde el conjugado forma un hibrido estable solamente con dicha
secuencia objetivo que es perfectamente complementaria a la porcion de ODN de dicho conjugado, y el conjugado
no forma un hibrido estable con cualquiera de los otros polinucledétidos; y

(b) medir la fluorescencia producida en la formacion de hibridos, con lo cual la formacién de hibridos indica la
presencia o ausencia de cada uno de los polinucleétidos objetivo tipo silvestre, mutantes y heterocigotos.

28. Un método de la reivindicacion 27, en donde las temperaturas de fusion (Tm) para cada hibrido producido entre
dichas primera y segunda sondas y sus respectivos objetivos estan dentro de aproximadamente 5°C una de la otra.

29. Un método de la reivindicacion 27, en donde la porcién de ODN de cada una de dichas sondas es un
oligonucledtido o un oligonucleétido modificado que tiene de 8 a 18 bases o bases modificadas.

30. Un método de la reivindicacion 27, en donde la porcién de ODN de cada una de dichas sondas es un
oligonucledtido o un oligonucleétido modificado que tiene de 10 a 15 bases o bases modificadas.

31. Un método de la reivindicacién 27, en donde las porciones de fluoréforo de cada una de dichas sondas es
seleccionada del grupo que consiste de 5-FAM™, 6-FAM™ TET™, JOE™, HEX™, VIC™, 6 NED™, TAMRA™,
ROX™ y YY™,

32. Un método de la reivindicacién 27, en donde la porcion de ODN de cada una de dichas sondas contiene al
menos una base modificada.

33. Un método de la reivindicacion 32, en donde cada base modificada es seleccionada independientemente del
grupo que consiste de 6-amino- 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, 4-amino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina, 1H-
pirazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H- 6(7H)-diona, 6-amino-3-prop-1-inil-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 6-amino-3-(3-

hidroxiprop-1-inil)1-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 6-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona, 4-amino-3-(prop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, 4-amino-3-(3-hidroxiprop-1-inil)pirazolo[3,4-
d]pirimidina, 4-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, 3-prop-1-inil-4,6-diaminopirazolo[3,4-

d]pirimidina, 2-(4,6-diaminopirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)etin-1-ol, 3-(2-aminoetinil)pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina,
5-prop-1-inil-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, 5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, 6-amino-5-prop-1-
inil-3-dihidropirimidin-2-ona, 6-amino-5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, 6-amino-5-(3-aminoprop-1-
inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, 5-[4-amino-3-(3-metoxiprop-1-inil)pirazol[3,4- d]pirimidinil]-2-(hidroximetil)oxolan-3-ol,
6-amino-1-[4-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-3-(3-metoxiprop- 1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 4-(4,6-

Diamino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-but-3-in-1-ol, 6-Amino-3-(4-hidroxi-but-1-inil)-1,5-dihidro-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona, 5-(4-hidroxi-but-1-inil)-1H-pirimidin- 2,4-diona, 3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina, 3-
bromo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diainine, 3-cloro-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina, 3-Yodo-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina, 3-Bromo- 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina y 3-cloro-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
4-ilamina.

61



10

15

ES 2529256 T3

34. Un método de la reivindicacion 27, en donde dicha muestra se pone en contacto adicionalmente con un conjunto
de cebadores bajo condiciones de amplificacién y cada uno de dichos cebadores contiene de una a diez bases
modificadas seleccionadas del grupo que consiste de 6-amino- 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, 4-amino-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidina, 1H-pirazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)- 6(7H)-diona, 6-amino-3-prop-1-inil-5-hidropirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona, 6-amino-3-(3-hidroxiprop-1-inil)1-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 6-amino-3-(3-aminoprop-1-
inil)-5-hidropirazolo[3,4-d]pirimidin- 4-ona, 4-amino-3-(prop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, 4-amino-3-(3-hidroxiprop-
1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, 4-amino-3-(3-aminoprop-1-inil)pirazolo[3,4-d]pirimidina, 3-prop-1-inil-4,6-
diaminopirazolo[3,4-d]pirimidina, 2-(4,6-diaminopirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)etin-1-ol,  3-(2-aminoetinil)pirazolo[3,4-
d]pirimidin-4,6-diamina, 5-prop-1-inil-1,3-dihidropirimidin-2,4-diona, 5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2,4-
diona, 6-amino-5-prop-1-inil-3-dihidropirimidin-2-ona, 6-amino-5-(3-hidroxiprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, 6-
amino-5-(3-aminoprop-1-inil)-1,3-dihidropirimidin-2-ona, 5-[4-amino-3-(3-metoxiprop-1-inil)pirazol[3,4- d]pirimidinil]-2-
(hidroximetil)oxolan-3-ol, 6-amino-1-[4-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-3-(3-metoxiprop- 1-inil)-5-hidropirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-ona, 4-(4,6-Diamino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-but-3-in-1-ol, 6-Amino-3-(4-hidroxi-but-1-inil)-1,5-
dihidro-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona, 5-(4-hidroxi-but-1-inil)-1H-pirimidin-2,4-diona, 3-yodo-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-4,6-diamina,  3-bromo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-diamina,  3-cloro-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4,6-
diamina, 3-Yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina, 3-Bromo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina y 3-cloro-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilamina.
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