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FIG1

COMPUESTOS DE DIRRUTENIO CON ESTRUCTURA DE RUEDA DE PALETAS ABIERTA (OPEN-
PADDLEWHEEL) Y SU INTERACCION CON ACIDOS NUCLEICOS

€Y

Abstract: The invention relates to diruthenium

compounds with an open-paddlewheel structure, to the
stabilisation thereof, to the production method thereof, and
to methods for using said compounds in the analysis of the
secondary and tertiary structure of RNA, particularly in the
determination of intersections between helices or the
transition between helices and loops. The invention also
relates to a kit containing diruthenium compounds with an
open-paddlewheel structure and to the appropriate means for
using same in the analysis of the structure of RNA.

(57) Resumen: La invencion se refiere a compuestos de
dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta (open-
paddiewheel), su estabilizacion, su método de elaboracion y
métodos para utilizarlos en el andlisis de la estructura
secundaria y terciaria del ARN, particularmente en la
determinaciéon de las intersecciones entre hélices o en la
transicion entre hélices y bucles. La invencién también se
refiere a un kit que contiene compuestos de dirrutenio con
estructura de rueda de paletas abierta (open-paddiewheel) y
los medios adecuados para utilizarlos en el analisis de la
estructura de! ARN.
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Titulo
Compuesios de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta (open-
paddiewhesl) y su interaccion con acidos nucleicos.

Sector de la técnica

La presente invencion se encuadra en el sector quimico, puesto que se rata
de compuestos guimicos v sus mezclas con distintos disolventes; asimismo,
se encuadra en los sectores bictecnoldgico y farmaceulico por sus
aplicaciones.

Estade de la técnica

Los acidos nucleicos son depositarios de la informacion genética. En
particular el ARN esta implicado en numerosos procesos biologicos, entre
otros, la sintesis de proteinas, la regulacion geneética, el mantenimiento de la
estabilidad gendmica, etc. La actividad del ARN esta directamente
relacionada con su estructura tridimensional. Por lo tantg, la determinacion de
su estructura es fundamental para comprender su funcion (Draper,
Biopolymers 2013, 98, 1105-1113). La estructura del ARN se clasifica en
distintos niveles: estructura primaria constituida por 1a secuencia nuclectidica,
estructura  secundaria compuesta por helices, horqguillas, bucles s
intersecciones entre hélices, y estructura terciaria determinada por las
interacciones establecidas entre los elemenios anteriores. La estructura
terciaria determina la conformacion activa del ARN.

Existen varias aproximaciones biofisicas para determinar la estructura del
ARN como la cristalografia, la resonancia magnetica nuclear (RMN) o la
microscopia crioelectronica {cryo-EM). Estas metodologias suelen presentar
imitaciones debido a la dificultad para obtener cristales de ARN, o complejos
estables para cryo-EM, o debido al gran tamafio de las moléculas a estudiar
por RMN. La conformacion local de cada nucledtido de una molecula de ARN
puede determinarse mediante abordajes quimicos empleando DMS
{dimetilsulfatc), NMIA (anhidrido N-metilisatoico), 1M7 {(anhidride 1-metil-7-
nitroisatoico), NAI (imidazolida del acido 2-metilnicotinico), etc. (Lozano y
otros. FEBS J, 2014, 281, 3685-3700; Fernandez-Miragall v otros. RNA 2006,
12, 223-234; Weeks y Mauger. Acc. Chem. Res. 2011, 44, 1280-1291; Spitale
y otros; Nat. Chem. Biol. 2013, 8, 18-20}). Estos compuestos reconocen
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especificamente nucledtidos  desemparejados, localizados en bucles o
regiones de cadena sencilla.

Las intersecciones en el ARN se definen como el punto de conexidn entre
halices, o bien entre hélices y bucles. Las intersecciones estan implicadas en
las propiedades autocataliticas de algunas ribozimas, el reconocimiento de
dominio de unién de interruptores de ARN (riboswiiches), la iniciacion interna
de la traduccién (elementos IRES), la interaccidn con proteinas, elc. Aungue
se dispone de técnicas apropiadas para identificar horquilias y bucles, la
determinacion de las intersecciones es muy pobre (Laing y otros. JMB 2008,
393, §7-82) por lo que son necesarias nuevas herramientas que determinen
los residuos localizados en dichas posiciones dentro de la estructura de los
acidos nucleicos.

Descripcion detaliada de la invencion
Compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas aberta {open-
paddiewhesl) y su interaccion con acidos nucleicos.

Un aspecto de la presente invencion se reflere a compuestos de dirrutenio
con estructura de rueda de paletas abierla {open-paddiewhesl) vy sy
aplicacién al analisis estructural de moléculas de ARN que permila explicar,
manipular 0 anular su funcidn.

Los compuesios de dirrutenio con estructura de rueda de paletas ablenta ()
de la presente invencidn constan de dos atomos de rutenio unidos por enlace
metal-metal v soportados por tres ligandos puente (L-1) que forman, junio a
ios centros metalicos, un anillo, generalmente, de cinco eslabones (Barral v
otros, Chem. Eur. J. 2007, 13, 10088-10085}); en los compuestos de formula
{i} las otras dos posiciones ecuatoriales () v las dos posiciones axiales ™}
estan libres u ocupadas por ligandos monodentados y/o bidentados quelato;
con la salvedad de [Rux{(p-PhNCHNPhaX2] (cuando X = Cl, Br, |, NGs,
CH3CN).

Los tres ligandos puente (L-L) se seleccionan del grupo formado por
formamidinate, guanidinato, triazenuro, aminopiridinato, amidato, carboxilato,
hidroxipiridinato, acetamidinato y/o benzamidinato.
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Los ligandos monodentados y/o bidentados quelatos se seleccionan del grupo

formado por: haluros, pseudohaluros, sulfato, agua, etanol, DMSO, amoniaco,

alcoxidos, alquilos.
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En la presente invencién se entiende por ligandos monodentados aquelios
ligandos que poseen un (nico punto de anclaje al centro de coordinacion. Por
ligandos bidentados quelato se entiende aquellos ligandos que se coordinan a
un Unico &tomo central mediante dos grupos dadores. Asimismo, en esla
memoria descriptiva, se entiende por ligandos puente aquelios ligandos que
se enlazan simultaneamente a dos atomos centrales, es decir, los ligandos
puenie se unen a los dos atomos centrales para producir entidades de
coordinacion dinucleares.

Asimismo, en la presente invencion, por capacidad coordinativa se entiende
la tendencia gue poses una especie para actuar como ligando con respecio a
ia posibilidad de ejercer de contraidn o mantenerse libre.

Otro aspecto de la invencion se refiers a un procedimiento para sintetizar
compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas ablerta gue
comprende los siguientes pasos:

a} Sintesis de compuestos de férmula [Ruz{carboxilato}(L-LpX] (X' = Ci,
Br, I} a partir de [Rux(carboxilato)sX'] medianie sustitucion parcial de
los grupos carboxilato, bien por calentamiento a reflujo o por sintesis
solvotermal asistida por microondas.

b) Sintesis de compuestos de formula [Ruz{l-L)sX2] (X' = Cl, Br, )
mediante la adicién de acido hidracido (HX') a una suspension de
IRuz{carboxilato}{L-1.)aX'].
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Opcionalmente, puede incluirse el siguiente paso:
¢y Sintesis de otros compuestos de formula [Ruz{l-L)sX"2] (X" = azida,
tiocianato y/o cianato) mediante intercambio de los ligandos haluro en
[Ruz2X'z{L-L}s} por ligandos pseudchaluro.

En este método, los ligandos puente {L-L} de los compuestos de dirrutenio
con estructura de rueda de paletas abierda (open-paddiewheel) se
seleccionan del grupo formado por. formamidinato, guanidinato, triazenuro,
aminopiridinato, amidato, carboxilato, hidroxipiridinato, acetamidinato y/o
kbenzamidinato.

Las discluciones de los compuestos con sstructura de rueda de paletas
abierta sin ocupar las posiciones axiales generalmente no son muy estables,
o que dificulta su uso. En la presente invencion, para solucionar este
problema, se estabilizan los compuestos en dimetilsulfdxide (DMSO} o en
etanol, que se coordinan a las posiciones axiales, o gue supone una mejora
en la estabilidad de los compuestos en disolucion y facilita su uso. De esta
forma se mejora la estabilidad y manejo de los compuestos sin reducir su
reactividad.

Si el compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta es
soluble en medio acucso, se puede preparar directamente una disolucion del
compuestc en agua, pero esto no es lo habitual. En el caso de que el
compuesto no sea suficientemente soluble en agua, la presente invencion
incluye discluciones en DMSO o en etanol. Para ello, se disuelve el
compuesto de dirrutenio en la minima cantidad de DMSO o etanol y luego se
diluye con agua hasta conseguir la concentracion mas adecuada para el
procedimiento que se vaya a seguir.

Otro aspecto de la invencion, por o tanto, se refiere a un procedimiento para
preparar las disoluciones, gue comprende:

a) Praparacion de una disolucidn de [Ruz{l-L}aXz¥a] (X = halogenuro,
pseudohalogenuro u olro anién con capacidad coordinativa, Y =
igando neutro como agua, DMSO o etancl, n = 1, 2} Se pesan entre 1
y 5 mg de compuesto de dirrutenio [Ruz{l-L}aX’z} o de un compuesto
de dirrutenio [Rux(l-L}3X"2] v se disuelven en un disolvente que
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estabilice el compuesto, como DMSC o elanol para formar
disoluciones con una concentracidn entre 1.5y 2.5 mM.

b} La disolucién de [Ruz(l-L)sX2Yn] en DMSO o etanol se diluye en agua
hasta conseguir concentraciones del orden de mil veces inferiores.

La invencion también se refiere a un método para la determinacion de las
intersecciones entre hélices y/o de la transicidn entre helices vy bucles en
moléculas de ARN que incluye:

a) inducir el plegado en conformacidén nativa de ARN procedente de una
muestra aislada o sintetizado in vitro,

b) tratar el ARN plegado con una disclucion de compuesto de dirrutenio con
estructura de rueda de paleias abierna,

¢} utilizar ef ARN tratado con dirrutenio con estructura de rueda de paletas
ablerta como molde en reacciones de franscripcion reversa (RT) con
cebadores marcados,

d) identificar las paradas especificas de 1a RT del paso ¢).

El compuesio de dirmstenio con estructura de rueda de paletas abierta de los
pasos b) y ¢} se utiliza preferentemente en medio acuoso. En aquelios casos
en los que s compuesio de dirrutenio con estructura de rueda de paletas
abierta no sea estable en agua, se estabiliza preferentemente en DMSO o
bien con etanol para que actien como ligandos y estabilizar el compuesto.
Por otro lado, el tratamiento del ARN plegado se realiza preferentemente bajo
condiciones controladas de pH, concentracion de iones monovalentes y
divalentes, temperatura y tiempo. Una vez replegade el ARN en su
conformacion nativa, al ratarse con una mezcla del compuesto de dirrutenio
con estructura de rusda de paletas abierta en medio acuoso, se establece
una union covalente entre la especie de dirrutenio y los nucledtidos del ARN
iocalizados en el extremo o inmediatamente contiguos a una hélice, ¢ bien en
la interseccion entre hélices (figura 2).

Preferentemente el compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de
paletas abiertas de los pasos b} y ¢) es el compuesto de férmuia (i) donde los
dos atomos de Ry, unidos por snlace metal-metal, estan soportados por tres
ligandos puente (L-L) que forman, junto a los centros metalicos, un anillo] las
otras dos posiciones ecuatoriales (*} v las dos posiciones axiales () estan
libres u ocupadas por ligandos monodentados y/o bidentados quelato,
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Como control de la reaccion se utiliza ARN plegade de la misma forma y
diluido en el mismo medio acuoso {(de aqui en adelante denominado ARN-
control), conteniendo DMSO o etanol en la misma concentracion a la que ese
disolvente se haya empleado para disolver el compuesto de dirrutenio en
aquellos casos en que haya sido necesaria la adicion de un disolvente.

En cuanto a las reacciones de RT, la incubacién del ARN con el complejo de
dirrutenio con estructura rueda de paletas abierta provoca la parada
especifica de Ia enzima transcriptasa reversa (RT) en el nuclettido anterior a
la posicion reactiva a dirrutenio. Para la RT se utilizan cebadores marcados
con un fluordforo, o bien con 3P en su extremo §'.

Para identificar las paradas especificas de la RT, ademas del ARN-control, se
realizan reacciones de secuenciacién del ARN con el mismo cebador utilizado
para la RT perc marcado con otro fluordforo. A continuacion, se separan 0s
productos de la secuenciacion por electroforesis capilar junto con los
productos de la RT. Otra opcion es detectarlos en geles desnaturalizantes
acrilamida-urea en el caso de que se hayan marcado los cebadores con 2P,
La intensidad de los productos de parada de la RT en el ARN tratado es
cuantificada y normalizada con respecto al ARN-control. La reactividad
resuliante se representa frente a la posicidn nuclectidica (figura 3).
Finalmente, se adscriben los nuclectidos reactivos a dirrutenio en la
estructura secundaria del ARN por comparacién con datos de reaclividad
obtenidos con compuestos conocidos en el estado de la téenica (por ejemplo,
NMIA) que determinan {a posicion de bucles y regiones desapareadas, asi
como ios nucledtidos no reactives que forman enlaces de hidrogenoc en
regiones apareadas. La identificacidn de las paradas especificas de la RT, es
decir, de los productos obtenidos en la RT con dirrutenio con estructura de
rueda de paletas abierta, permite identificar nucledtidos del ARN localizados
en el extremo o inmediatamente contiguos a una hélice, o bien en Ia
interseccion entre hélices que es donde, especificamente, interaccionan los
compuestos de la invencidn con e ARN.

Los resultados de reactividad del ARN a los compuestos de dirrutenio con
estructura de rueda de paletas abierta (Figura 2, derecha) se han comparado
con datos experimentales de determinacion de estructura con agenies que
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atacan nucledtidos Iocalizados en bucles vy, en general, regiones
desapareadas (figura 2, izquierda). A su vez, resultados de analisis
mutacional y datos de covariacidn de secuencia indican los nucledtidos que
forman hélices. La combinacién de todos los datos indicados nos han
permitido concluir que los sitios de ataque del compuesto de dirrutenio con
estructura de rueda de paletas abierta se localizan en las intersecciones de
héticesy/o en Ia transicion entre hélices y bucles del ARN.

Las hélices son elementos basicos de la estructura secundaria del ARN que
sostienen la forma tridimensional de 1a molécula nativa y, por ello, determinan
la funcion del ARN. A dia de hoy no se dispone de metodologias capaces de
identificar especificamente nucledtidos localizados en las inlersecciones de
hélices y/o en la transicion entre hélices v bucles en acidos nucleicos. Por
elio, la disposicidn estructural de estos nucledtidos se modela a partir de
datos negativos, lo gue ha supuesto limitaciones en su estudio. La invencion
presentada constituye una nueva herramienta en el estudio de la esiruciura
de los acidos nucleicos, por o que es de gran interés cientifico nmediato y
tecnoldgico a corto plazo, en el ambito de 1a biologia molecular vy estructural.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a las combinaciones de los compiejos
de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta con acidos nucleicos
y, mas concretamente con moléculas de ARN,

La exisiencia de interacciones especificas del ARN con compuestos de
dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta fambién puede utilizarse
para mejorar la capacidad de cristalizacion de las moléculas de ARN para su
estudio por difraccion de rayos X. Ademas, la existencia de atomos pesados
produce un aumento en la intensidad de las reflexiones, lo que facilita la
obtencion de datos cristalograficos.

Por (dltimo, este tipo de interacciones compuesto de dirrutenic-ARN puede
utilizarse para deformar la estructura del ARN inhabilitandolo.

La invencion también se refiere a un kit para el analisis de moléculas de ARN
que incluye: uno o varios compuestos de dirrutenio con estructura de rueda
de paletas abierta, un tampén adecuado para el tratamiento del ARN vy las
instrucciones de uso. Preferentemente, el compuesto o los compuestos de
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dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta incluidos en el kit tienen
la formula (i) donde los dos dtomos de Ru, unidos por enlace metal-metal,
sstan soportados por tres ligandos puente {L-L} gue forman, junto a los
centros metalicos, un anillo; las otras dos posiciones ecuatoriales (¥} y las dos
posiciones axiales (*"} estan libres u ocupadas por ligandos monodentados
yio bidentados quelato.

Ademas, los ligandos puente de los compusstos de dirrutenio se seleccionan
del grupo formade por formamidinate, guanidinato, triazenuro,
arminopiridinato, amidato, carboxilato, hidroxipiridinato, acetamidinato y/o
benzamidinate. Por otro lado, elflos compuestos de dirrutenio que se incluyen
en el kit pueden estar estabilizados con DMSO o con etanol. Adicionalmente,
el kit puede contener un disolvente, preferentemente, DMSO0 o etanol.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Representacién ORTEP de la estructura cristalina del compuesto
[Ru(PRNCHNPR)CR(DMSO)] (PhNCHNPH = N N'-difenilformamidinato) en la
que se indican los atomos de rutenio (Ru), nitrégeno (N}, cloro (C}, oxigeno
(O) y azufre (8). Los atomos de carbono no estdn etiquetados vy fos atomos
de hidrégeno han sido omitidos por claridad.

Figura 2. Modelo de la estructura secundaria del ARN en el gue se muestra
ios valores de reaciividad con NMIA (izgulerda; tomado de Lozano y otros.
FEBS 4, 2014, 281, 3685-3700y vy con el compuesto
IRuz(PhNCHNPR):CR{DMSO) (derecha) segin la escala de grises.

Figura 3. Reactividad normalizada del ARN en funcién de la posicion del
nucledtido. La intensidad de ia reactividad se cuantifica con 1a escala de
grises gue se muesira.

Modo de realizacién de la invencidn
Ejemplo 1. Preparacion de los complejos de dirrutenio con estructura de
rueda de palefas abierfa.
1.1. Sintesis solvotermal activada por microondas de compuestos de
farmuta [Ruz(C:CMe){L-L):Cl (L-L = N N'-difenilformamidinato).
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Se introdujeron 0,5 mmol de [Ruz(O20Me)Cll, 1.5 mmol de NN-
difenifformamidina, 0,5 mbL de tristilamina v 3,5 mmol de LiCl en un
recipiente de tefidn de 85 mb con 8 mb de THF (tetrahidrofuranc). El
recipiente se cerrd herméticamente vy se introdujo en un homo
microondas con control de temperatura v de presion. Se mantuvo 1a
mezcla a 128 °C durante 80 min y a continuacién se evaporaron 105
componentes volatiles de ia mezcla. El residuo obtenido se trato con
tolueno v la disolucién se llevd a sequedad. Bl solido se lavd con éter
de petrdleo. Rendimiento: 40-60%.

1.2. Sintesis solvotermal activada por microondas de compuestos de
formula [Ruz{02CMe){L-L1aCl] (L-L = NN -difeniltriazeno).

Se introdujeron 0.8 mmol de [Ruz(02CMe)Cll, 1.5 mmol de NN'-
difeniltriazeno, 0,5 mbL de tietlamina v 3,5 mmol de LICI en un
recipiente de tefién de 85 mi con 8 mL de THF (tetrahidrofurano). El
recipiente se cerrd herméticamente v se introdujo en un homo
microondas con control de temperatura y de presidn, Se mantuvo [a
mezcia a 128 °C durante 80 min v a confinuacion se evaporaron los
componentes volatiles de la mezcla. El residuo obtenido se tratd con
éter etilico vy la disolucion se llevd a sequedad. El sdlido se lavt con
éter de petréleo. Rendimiento: 40-80%.

1.3-1.7. Preparacién de compuestos con estructura de rueda de
paletas  ablerta de fOrmula  [Rux{l-L)aCh] (L = NN-
dianisifformamidinato, N,N'-difeniltriazenuro, trifenilguanidinato, 2,4,6-
trimetilaminopiridinate, 8-cloro-2-oxopiridinato).

Se suspendiercn 0,5 mmol de compuesto [Ruz{C2CMe}{L-L)Cl] en &-
10 mb de un disclvente polar como metanol ¢ agua y se anhadieron &-
10 gotas de dcido clorhidrico al 35%. La mezcla se dejo agitando
durante una hora a temperatura ambiente. Ei solido se filtrd v se lavé
con &ter etilico. Rendimiento: 35-85%.

Ejemplo 2. Preparacion de las disoluciones

2.1.1. Preparacitn de una disolucién de [Rux{PhNCHNPh)sCl{DMSO)]
en DMSO.

Se pesaron 2.5 mg de [RuxPhNCHNPh)sCR], obtenido segun el
ejemplo 1.1., para formar 1.5 ml de disolucion 1.94 mM en DMSO0.
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2.1.2. Preparacidén de una disolucion de [Rux{PhNCHNPh}:Cl{DMSO)]
en DMSO/agua.

La disolucion preparada segun el procedimiento descrito en 2.1.1.se
diluyd con agua hasta conseguir una concentracidn 10 pM de
[Ruz{PHNCHNPhRCR{DMSO)]

2.2.1. Preparacidn de una disolucion de [Ruz{PhNNNPhRCR(DMS0)]
en DMSO (PhNNNPh = N N'-difeniltriazenuro).

Se pesaron 2.5 mg de [Rux(PhNNNPh}Ch], obtenido segln el ejemplo
1.2., para formar 1.5 mL de disolucion 1.94 mM en DMSO.

2.2.2. Preparacion de una disclucién de [Ruz(PhNNNPhiCR{DMSO)]
en DM&O/agua.

La disolucién preparada segun el procedimienio descrito en 2.2.1.se
diluyé con agua hasta conseguir una concentracion 10 uM de
[Ru2{PhNNNPh}CR{DMSO).

La especie cristalizada a partir de las discluciones de DMBO o de las
disoluciones DMSO/agua obtenida segin los egjemplos 211 y 212,
respectivamente, es la misma: [Ruz{(PhNCHNPhRCR(DMSO)] (Figura 1).

Ejemplo 3. Tratamiento del ARN con compuestos de dirrutenio con estructura
de rueda de palelas abierta {open-paddiewheael).

Se empled el ARN ya utilizado en Lozano y otros. FEBS J, 2014, 281, 3685-
3700. Ef ARN (2 pmol) se incubd con una disolucion 10 uM del compuesto de
dirrutenio [Rux{(PhNCHNPhRCLIDMSEO).

Antes del tratamiento, el ARN sintetizado in vilro se replegd mediante
desnaturalizacion a 85 °C duranie 2 min en 5mM TRIS, pH 8, 0.5 mM EDTA Y
enfriamiento rapido en hielo durante 2 min, seguido de incubacion en tampon
de plegado (100 mM HEPES-KOH, pH 8.0, 0.5 mM MgClz, 100 mM NaCl}
durante 20 min a 37 °C en un volumen final de 18 pyL (Lozano y otros. FEBS
J, 2014, 281, 3685-3700). Sequidamente, el ARN se incubd con DMSO al
10% de concentracion final (ARN-control) o con una disolucion 10 uM de
dirrutenio en DMSO/agua, preparado segin el ejemplo 2, durante 15 minutos
a 37 °C. Finaimente, el ARN tratado y el ARN-control se precipitaron con 2.5
volimenes de etanol v se resuspendiercn en 10 pl de S mM TRIS, pH 8, 0.5
mid EDTA.
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Ejemplo 4. Reaccion de extension de cebador

El ARN tratado y el ARN-control (2 prmol} se incubaron, por separado, con un
cebador de secuencia complementaria al ARN (2 pmol) y marcado en &' con
un fluoréfore (descrito en Lozano y otres. FEBS J, 2014, 281, 3685-3700) a
65 °C durante 5 min, después otros 5 min a 35 °C y, finalmente, se enfriaron 2
min con hielo. La reaccion de extension de cebador se realizé en un volumen
final de 186 yL, en presencia de un tampdn de transcriptasa reversa (50 mM
TRIS-HCH pH 8.3, 3 mM MgClz, 78 mM KCI, 8 mM DDT) y 1 pM de cada
dNTP. La mezcla se calentd a 52 °C durante 1 min antes de afiadir 100 U de
Superscript Hl RT (Invitrogen) e incubar a 52 °C durante 30 min. En paralelo,
se realizd una reaccidén de secuenciacion con el mismo ARN bajo estudio (1
pmol), 0.1 mM ddCTP (terminador de cadena) y 0.5 mM cada dNTP. El
cebador marcado con el fluordforo NED (Applied Biosystems) se usd fanto
para la muestra de ARN tratada como para el ARN-control, mientras que la
reaccion de secuenciacion se realizé con el cebador marcado con fluoréforo
FAM. Los productos resultantes de la RT junto con la reaccitn de
secuenciacién se resolvieron por electroforesis capilar,

Ejemplo 5. Analisis de los dafos de la reaccion de extension de cebador

Los electroforegramas resultantes de la electroforesis capilar se analizaron
mediante el programa QuSHAPE (Karabiber y otros, RNA 2013, 18, 83-67}.
Los valores de reactividad obtenidos para el nucledtide correspondiente del
ARN-control se sustrajeron de los valores obtenidos para cada nucledtido del
ARN tratado con el compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de
paletas abieria. La reactividad de al menos 3 experimentos independientes se
utilizé para calcular la media (idesviacion estdndar). Los valores de
reactividad cuantitativos se normalizaron auna escala de 0 a 2, enla que O
representa nucledtidos no reactivos y la intensidad media de los nucledtidos
reactivos se ajusta a 1, tal y como se muestra en la figura 3.

En la eleciroforesis por secuenciacion capilar, se separa la escalera de
secuenciacion junto al ARN tratado o el ARN-control, dado gue cada reaccion
Heva un fluordfore diferente. Los picos de fluorescencia de la escalera
obtenida con DDC (ver mas arriba) marcan la posicion de las guaninas en el
ARN. Por ello, sirven para alinear los picos de la reaccidn de la RT con la
posicion nucleotidica comrespondiente al ARN tratado.



WO 2017/017294 PCT/ES2016/000081

LA

12

En el caso de cebadores marcados con *P {como los descritos en Lozano y
otros. FEBS J, 2014, 281, 3885-3700), la escalera de secuenciacitn se
prepara con los cuatro terminadores de cadena (DDC, DDG, DDA y DDT), ¥
se cargan en el gel de secuenciacidn en paralelo a la RT del ARN tratado y el
ARN-control. Por lo tanto, se pueden identificar todos los nucledtidos del
ARN. La movilidad de las paradas de la RT en el ARN tratade, y en el ARN-
control, es coincidente en el gel desnaturalizante con el nucledtido localizado
en su misma posicion.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abieria
{open-paddlewhesl} de Srmula:

i

L
Lk sk
ik Ru Ru H3k
v v 0
Nt
L L

~

donde los dos atomos de Ry, unidos por enlace metal-metal, estan
soportados por tres ligandos puente (L-L) gue forman, junto a los cenfros
metalicos, un anillo, donde las dos posiciones ecuatoriales (¥} v las dos
posiciones axiales {**) estan libres u ocupadas por ligandos monodentados
y/o bidentados guelato; con la salvedad de [Rux{p-PhNCHNPh)sXz] (cuando X
= Cl Br, §, NG3, CHaCN).

2. Compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierla
{open-paddiewheel) segln la reivindicacion 1 en los que los ligandos puente
{L-L) se seleccionan del grupo formado por formamidinato, guanidinato,
triazenuro,  aminopiridinato,  amidato, carboxilato,  hidroxipiridinato,
acetamidinato y/o benzamidinato.

3. Campuestios de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abieria
{open-paddiewheel) segin cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en los que
al menos una de las posiciones axiales (**} esta ocupada por dimetilsulféxido
(DMS0) y/o etanol.

4. Disclucion de un complejo de dirrutenio con estructura de rueda de paletas
abierta {(open-paddiewheel) segin se define en la reivindicacion 3, en medio
acUoSs0.
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5. Método para elaborar compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de
paletas abierta (open-paddiewhesi) que comprende los siguientes pasos:

a) sintetizar compuestos de formula [Rux{carboxilato){L-L):X'] a partir de
[Ruz{carboxilato)aX’] (X' = Cl, Br, 1) mediante sustitucion parcial de los grupos
carboxilato,

b) sintetizar compuestos de formula [Ruz{l-L)sX'z} (X" = Cl, Br, 1) mediante la
adicidn de acido hidracido (HX') a una suspension de [Ruz{carboxilato)(l-
L)aX',

y, opcionalments,

¢) sintetizar otros compuestos de férmula [Ruz(L-L)aX":] mediante intercambio
de ligandos halure X' por ligandos pseudohalure X" seleccionados del grupo
formado por azida, tiocianato y/o cianato.

8. Método para elaborar compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de
paletas abierta (open-paddiewhesl), segin la reivindicacion 5, en los que los
figandos puente (L-L) se seleccionan del grupo formade por: formamidinato,
guanidinato, triazenuro, aminopiridinato, amidato, carboxilato,
hidroxipiridinato, acetamidinato y/o benzamidinato.

7. Método para elaborar compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de
paletas abieria (open-paddiewhsel), segiin cualquiera de las reivindicaciones
586, en el que el paso a) se realiza por sintesis solvotermal asistida por
microondas.

8. Método para la determinacion de las intersecciones entre heélices y/o de la
transicién entre hélices v bucles en moléculas de ARN que incluye:

a) inducir ¢} plegado en conformacion naliva de ARN procedente de una
muestra aislada o sintetizado in vilro,

b} tratar el ARN plegado con una disolucion de compuesto de dirrutenio con
estructura de rueda de paletas ablenta (epen-paddiewheel),

c) utilizar el ARN tratado con dirrutenio con estructura de rueda de paletas
abierta como maolde en reacciones de tfranscripcion reversa (RT) con
cebadores marcados,

d) identificar las paradas especificas de la RT del paso ¢).

9. Método segln la reivindicacion 8 en el que el compuesto de dirrutenio de
los pasos b) y ¢ tiene la fdrmula (i) donde los dos dtomos de Ru, unidos por
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enlace metal-metal, estan soporiados por tres ligandos puente {(L-L) gque
forman, junto a los centros metdlicos, un anillo; donde las dos posiciones
ecuatoriales () v las dos posiciones axiales {**) estan libres u ocupadas por
ligandos monodentados y/o bidentados guelaio.

10. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 8-8 en el que ligandos
puente de los compuestos de dirrutenio de los pasos b) y ¢} se seleccionan
del grupo formado por: formamidinato, guanidinato, triazenuro,
aminopiridinato, amidato, carboxilato, hidroxipiridinato, acefamidinato y/o
benzamidinato.

11. Método segin cualguiera de las reivindicaciones 8-10 en el gue el
compuesto de dirrutenio de los pasos b) y ¢) esta estabilizado con DMSO o
con etanocl.

12. Método segin cualguiera de las reivindicaciones 8-11 sn el que el
compuesto de dirrutenio de los pasos b) y ¢) se utiliza en medio acuoso.

13. Método segln cualquiera de las reivindicaciones 8-12 en ¢l que se incluye
un ARN-control plegado y diluido en el mismo medio que el ARN del pasoc a).

14. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 8-13 en el que los
cebadores utilizados en la RT estan marcados con *P en su extremo 5.

15. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 13-14 gue incluye, en &l
paso d), [as siguientes fases:

1} realizar reacciones de secuenciacidn del ARN procedente de la muestra
aislada o sinletizado in vitro,

2) separar los productos de la secuenciacion de la fase 1) junto con los
productos de {a RT del paso ¢},

3) detectar los productos de la secuenciacidn y los productos de la RT,

4) cuantificar la intensidad de los productos de parada de la RT con respeclio
al ARN-control.

18. Uso de complejos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta
o de sus disoluciones en el estudio y analisis del ARN.
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17. Combinaciones de ARN con compuestos de dirrutenio con estructura de
rueda de paletas abierta.

18. Kit para determinar las intersecciones entre hélices y/o la fransicion entre
hélices v bucles en moléculas de ARN gue incluye uno o varios compuestos
de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta y un tampon
adecuado para el tratamienio del ARN.

19. Kit segin la reivindicacion 18 en el que elflos compuestos de dirrutenio
con estructura de rueda de paletas abierta tiene la férmula {i) donde los dos
atomos de Ru, unidos por enlace metal-metal, estan soportados por fres
ligandos puents (L-L) que forman, junio a los centros metalicos, un anilio;
donde las dos posiciones ecuatoriales (*) y las dos posiciones axiales (™)
estan libres u ocupadas por figandos monodentados y/o bidentados quelato.

20. Kit segun la reivindicacion 19 en el que los ligandos puente de los
compuestos de dirrutenio se seleccionan del grupo formado  por
formamidinato, guanidinato, triazenuro, aminopiridinato, amidato, carboxilato,
hidroxipiridinato, acetamidinato y/o benzamidinato.

21. Kit segin cusiquiera de las reivindicaciones 19-20 en el que elios
compuestos de dirrutenio estan estabilizados con DMSO o con etanol.

22. Kit seglin cualguiera de las reivindicaciones 19-21 que inchuye un
disolvente seleccionado del grupo formado por DMSO y efanol.
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