
ES
 2

 6
03

 2
57

 B
2

19 OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA 11

21

Número de publicación: 2 603 257
Número de solicitud: 201500550

51 Int. CI.:

C07F 15/00 (2006.01)

12 PATENTE DE INVENCIÓN CON EXAMEN B2

54  Título: Compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta (Open-Paddlewheel) y
su interacci·n con §cidos nucleicos

73 Titular/es:

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID (50.0%)
Secci·n de Contratos y Patentes( OTRI) Centro
de Investigaci·n y Transferencia Complutense
Fac. de Medicina (Edificio Entrepabellones 7 y 8)
c/ Dr. Severo Ochoa, 7
28040 Madrid (Madrid) ES y
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS  (50.0%)

72 Inventor/es:

HERRERO DOMĉNGUEZ ,  Santiago ;
JIM£NEZ APARICIO ,  Reyes ;
MARTĉNEZ SALAS , Mar²a Encarnaci·n  y
LOZANO CUBO , Gloria Mar²a

22 Fecha de presentación:

24.07.2015

43 Fecha de publicación de la solicitud:

24.02.2017

Fecha de modificación de las reivindicaciones:

20.02.2018

Fecha de la concesión:

16.03.2018

45 Fecha de publicación de la concesión:

23.03.2018

56 Se remite a la solicitud internacional:

PCT/ES2016/000081

57  Resumen:
Complejos de dirrutenio con estructura de rueda de
paletas abierta (open-paddlewheel) y su interacción
con ácidos nucleicos.
La invención se refiere a compuestos de dirrutenio
con estructura de rueda de paletas abierta (open-
paddlewheel), su estabilización, su método de
elaboración y métodos para utilizarlos en el análisis
de la estructura secundaria y terciaria del ARN,
part icularmente en la determinación de las
intersecciones entre hélices o en la transición entre
hélices y bucles. La invención también se refiere a un
kit que contiene compuestos de dirrutenio con
estructura de rueda de paletas abierta (open-
paddlewheel) y los medios adecuados para utilizarlos
en el análisis de la estructura del ARN.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP 11/1986.Aviso:



 

Compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta (open-

paddlewheel) y su interacci6n con acidos nucleicos. 

 

 

  

5 Sector de la tecnica 

La presente invencion se encuadra en el sector quimico, puesto que se trata 

de compuestos quimicos y sus mezclas con distintos disolventes; asimismo, 

se encuadra en los sectores biotecnolOgico y farmaceutico por sus 

aplicaciones. 

10 

Estado de la tecnica 

Los acidos nucleicos son depositarios de la informacion genetica. En 

particular el ARN este implicado en numerosos procesos biologicos, entre 

otros, la sintesis de proteinas, la regulaciOn genetica, el mantenimiento de la 

15 estabilidad gen6mica, etc. La actividad del ARN este directamente 

relacionada con su estructura tridimensional. Por lo tanto, la determinaciOn de 

su estructura es fundamental para comprender su funci6n (Draper, 

Biopolymers 2013, 99, 1105-1113). La estructura del ARN se clasifica en 

distintos niveles: estructura primaria constituida por la secuencia nucleotidica, 

20 estructura secundaria compuesta por helices, horquillas, bucles e 

intersecciones entre helices, y estructura terciaria determinada por las 

interacciones establecidas entre los elementos anteriores. La estructura 

terciaria determina la conformaci6n activa del ARN. 

25 Existen varias aproximaciones biofisicas para determinar la estructura del 

ARN como la cristalograffa, la resonancia magnetica nuclear (RMN) o la 

microscopia crioelectrOnica (cryo-EM). Estas metodologias suelen presentar 

limitaciones debido a la dificultad para obtener cristales de ARN, o complejos 

estables para cryo-EM, o debido al gran tamer° de las moleculas a estudiar 

30 por RMN. La conformacion local de cada nucleOtido de una molecula de ARN 

puede determinarse mediante abordajes quimicos empleando DMS 

(dimetilsulfato), NMIA (anhidrido N-metilisatoico), 1M7 (anhidrido 1-metil-7- 

nitroisatoico), NAI (imidazolida del acid° 2-metilnicotinico), etc. (Lozano y 

otros. FEBS J, 2014, 281, 3685-3700; Fernandez-Miragall y otros. RNA 2006, 

35 12, 223-234; Weeks y Mauger. Acc. Chem. Res. 2011, 44, 1280-1291; Spitale 

y otros; Nat. Chem. Biol. 2013, 9, 18-20). Estos compuestos reconocen 
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especificamente nucleOtidos desemparejados, localizados en bucles o 

regiones de cadena sencilla. 

Las intersecciones en el ARN se definen como el punto de conexion entre 

5 helices, o bien entre helices y bucles. Las intersecciones estan implicadas en 

las propiedades autocataliticas de algunas ribozimas, el reconocimiento de 

dominio de uni6n de interruptores de ARN (riboswitches) , la iniciacion interna 

de la traduccion (elementos IRES), la interacciOn con proteinas, etc. Aunque 

se dispone de tecnicas apropiadas para identificar horquillas y bucles, la 

10 determinacion de las intersecciones es muy pobre (Laing y otros. JMB 2009, 

393, 67-82) por lo que son necesarias nuevas herramientas que determinen 

los residuos localizados en dichas posiciones dentro de la estructura de los 

acidos nucleicos. 

15 Descripcion detallada de la invencion 

Compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta (open-

paddlewheel) y su interacciOn con acidos nucleicos. 

Un aspecto de la presente invencion se refiere a compuestos de dirrutenio 

20 con estructura de rueda de paletas abierta (open-paddlewheel) y su 

aplicacion al analisis estructural de moleculas de ARN que permita explicar, 

manipular o anular su funciOn. 

Los compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta (i) 

25 de la presente invenciOn constan de dos atomos de rutenio unidos por enlace 

metal-metal y soportados por tres ligandos puente (L-L) que forman, junto a 

los centros metalicos, un anillo, generalmente, de cinco eslabones (Barral y 

otros, Chem. Eur. J. 2007, 13, 10088-10095); en los compuestos de fOrmula 

(i) las otras dos posiciones ecuatoriales (*) y las dos posiciones axiales (**) 

30 estan libres u ocupadas por ligandos monodentados y/o bidentados quelato; 

con la salvedad de [Ru2(p-PhNCHNPh)3X2] (cuando X = CI, Br, I, NO3,  

CH3CN). 

Los tres ligandos puente (L-L) se seleccionan del grupo formado por: 

35 formamidinato, 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. 

L-''''L 

.•• .. •• 
** Ru.--Ru

.
 ** 

L' L.• '  
\-----r 

L L 
5 (i) 

En la presente invencion se entiende por ligandos monodentados aquellos 

ligandos que poseen un Onico punto de anclaje al centro de coordinaciOn. Por 

ligandos bidentados quelato se entiende aquellos ligandos que se coordinan a 

10 un Onico atom° central mediante dos grupos dadores. Asimismo, en esta 

memoria descriptiva, se entiende por ligandos puente aquellos ligandos que 

se enlazan simultaneamente a dos atomos centrales, es decir, los ligandos 

puente se unen a los dos atomos centrales para producir entidades de 

coordinaci6n dinucleares. 

15 

Asimismo, en la presente invenciOn, por capacidad coordinativa se entiende 

la tendencia que posee una especie para actuar como ligando con respecto a 

la posibilidad de ejercer de contrai6n o mantenerse libre. 

20 Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para sintetizar 

compuestos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta que 

comprende los siguientes pasos: 

a) Sintesis de compuestos de fOrmula [Ru2(carboxilato)(L-L)3X1 (X' = Cl, 

Br, I) a partir de [Ru2(carboxilato)4X1 mediante sustituciOn parcial de 

25 los grupos carboxilato, bien por calentamiento a reflujo o por sintesis 

solvotermal asistida por microondas. 

b) Sintesis de compuestos de formula [Ru2(L-L)3X'2] (X' = CI, Br, I) 

mediante la adiciOn de acid° hidracido (HX') a una suspensi6n de 

[Ru2(carboxilato)(L-L)3X1 

30 
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Opcionalmente, puede incluirse el siguiente paso: 

c) Sintesis de otros compuestos de fOrmula [Ru2(L-L)3X"2] (X" = azida, 

tiocianato y/o cianato) mediante intercambio de los ligandos haluro en 

[Ru2X'2(L-L)3] por ligandos pseudohaluro. 

5 

En este metodo, los ligandos puente (L-L) de los compuestos de dirrutenio 

con estructura de rueda de paletas abierta (open-paddlewheel) se 

seleccionan del grupo formado por: formamidinato, guanidinato, triazenuro, 

aminopiridinato, amidato, carboxilato, hidroxipiridinato, acetamidinato y/o 

10 benzamidinato. 

Las disoluciones de los compuestos con estructura de rueda de paletas 

abierta sin ocupar las posiciones axiales generalmente no son muy estables, 

lo que dificulta su uso. En la presente invenciOn, para solucionar este 

15 problema, se estabilizan los compuestos en dimetilsulfOxido (DMSO) o en 

etanol, que se coordinan a las posiciones axiales, lo que 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. 

20 

Si el compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta es 

soluble en medio acuoso, se puede preparar directamente una disoluciOn del 

compuesto en agua, pero esto no es lo habitual. En el caso de que el 

compuesto no sea suficientemente soluble en agua, la presente invenciOn 

25 incluye disoluciones 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. 

30 Otro aspecto de la invenciOn, por lo tanto, se refiere a un procedimiento para 

preparar las disoluciones, que comprende: 

a) Preparacion de una disolucion de [Ru2(L-L)3X2Yn] (X = halogenuro, 

pseudohalogenuro u otro ani6n con capacidad coordinativa; Y = 

ligando neutro como agua, DMSO o etanol; n = 1, 2): Se pesan entre 1 

35 y 5 mg de compuesto de dirrutenio [Ru2(L-L)3X'2] o de un compuesto 

de dirrutenio [Ru2(L-L)3X"2] y se disuelven en un disolvente que 
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estabilice el compuesto, como DMSO o etanol para formar 

disoluciones con una concentracion entre 1.5 y 2.5 mM. 

b) La disolucion de [Ru2(L-L)3X2Yn] en DMSO o etanol se diluye en agua 

hasta conseguir concentraciones del orden de mil veces inferiores. 

5 

La invenciOn tambien se refiere a un metodo para la determinacion de las 

intersecciones entre helices y/o de la transiciOn entre helices y bucles en 

moleculas de ARN que incluye: 

a) inducir el plegado en conformaci6n nativa de ARN procedente de una 

10 muestra aislada o sintetizado in vitro, 

b) tratar el ARN plegado con una disoluciOn de compuesto de dirrutenio con 

estructura de rueda de paletas abierta, 

c) utilizar el ARN tratado con dirrutenio con estructura de rueda de paletas 

abierta como molde en reacciones de transcripci6n reversa (RT) con 

15 cebadores marcados, 

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

El compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta de los 

pasos b) y c) se utiliza preferentemente en medio acuoso. En aquellos casos 

20 en los que el compuesto 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 actuen como ligandos y estabilizar el compuesto. 

Por otro lado, el tratamiento del ARN plegado se realiza preferentemente bajo 

condiciones controladas de pH, concentraci6n de iones monovalentes y 

25 divalentes, temperatura y tiempo. Una vez replegado el ARN en su 

conformaci6n nativa, al tratarse con una mezcla del compuesto de dirrutenio 

con estructura de rueda de paletas abierta en medio acuoso, se establece 

una union covalente entre la especie de dirrutenio y los nucleotidos del ARN 

localizados en el extremo o inmediatamente contiguos a una helice, o bien en 

30 la intersecciOn entre helices (figura 2). 

Preferentemente el compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de 

paletas abiertas de los pasos b) y c) es el compuesto de fOrmula (i) donde los 

dos atomos de Ru, unidos por enlace metal-metal, estan soportados por tres 

35 ligandos puente (L-L) que 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 y/o bidentados quelato. 
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Como control de la reaccion se utiliza ARN plegado 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 

5 disolvente se haya empleado para disolver el compuesto de dirrutenio en 

aquellos casos en que haya sido necesaria la adici6n de un disolvente. 

En cuanto a las reacciones de RT, la incubaci6n del ARN con el complejo de 

dirrutenio con estructura rueda de paletas abierta provoca la parada 

10 especifica de la enzima transcriptasa reversa (RT) en el nucleotido anterior a 

la posici6n reactiva a dirrutenio. Para la RT se utilizan cebadores marcados 

con un fluoroforo, o bien con 32P en su extremo 5'. 

Para identificar las paradas especificas de la RT, adernas del ARN-control, se 

15 realizan reacciones de secuenciacion del ARN con el mismo cebador utilizado 

para la RT pero marcado con otro fluoroforo. A continuaciOn, se separan los 

productos de la secuenciaci6n 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 32P.  

20 La intensidad de los productos de parada de la RI en el ARN tratado es 

cuantificada y normalizada con respecto al ARN-control. La reactividad 

resultante se representa frente a la posicion nucleotidica (figura 3). 

Finalmente, se adscriben los nucleOtidos reactivos a dirrutenio en la 

estructura secundaria del ARN por comparaciOn con datos de reactividad 

25 obtenidos con compuestos conocidos en el estado de la tecnica (por ejemplo, 

NMIA) que determinan la posici6n de bucles y regiones desapareadas, asi 

como los nucleotidos no reactivos que forman enlaces de hidrogeno en 

regiones apareadas. La identificaci6n de las paradas especificas de la RT, es 

decir, de los productos obtenidos en la RI con dirrutenio con estructura de 

30 rueda de paletas abierta, permite identificar nucleOtidos del ARN localizados 

en el extremo o inmediatamente contiguos a una helice, o bien en la 

intersecciOn entre helices que es donde, especificamente, interaccionan los 

compuestos de la invencion con el ARN. 

35 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 agentes que 
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atacan nucleotidos localizados en bucles y, en general, regiones 

desapareadas (figura 2, izquierda). A su vez, resultados de analisis 

mutacional y datos de covariacion de secuencia indican los nucleOtidos que 

forman helices. La combinaciOn de todos los datos indicados nos han 

5 permitido concluir que los sitios de ataque del compuesto de dirrutenio con 

estructura de rueda de paletas abierta se localizan en las intersecciones de 

helicesy/o en la transicion entre helices y bucles del ARN. 

Las helices son elementos basicos de la estructura secundaria del ARN que 

10 sostienen la forma tridimensional de la molecula nativa y, por ello, determinan 

la funciOn del ARN. A dia de hoy no se dispone de metodologias capaces de 

identificar especificamente nucleOtidos localizados en las intersecciones de 

helices y/o en la transici6n entre helices y bucles en acidos nucleicos. Por 

ello, la disposici6n estructural de estos nucleotidos se modela a partir de 

15 datos negativos, lo que ha supuesto limitaciones en su estudio. La invenciOn 

presentada constituye una nueva herramienta en el estudio de la estructura 

de los acidos nucleicos, por lo que es de gran interes cientifico inmediato y 

tecnolOgico a corto plazo, en el ambito de la biologia molecular y estructural. 

20 Otro aspecto de la invencion se refiere a las combinaciones de los complejos 

de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta con acidos nucleicos 

y, mas concretamente con moleculas de ARN. 

La existencia de interacciones especificas del ARN con compuestos de 

25 dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta tambien puede utilizarse 

para mejorar la capacidad de cristalizacion de las moleculas 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.  

30 

Por ultimo, este tipo de interacciones compuesto de dirrutenio-ARN puede 

utilizarse para deformar la estructura del ARN inhabilitandolo. 

La invenciOn tambien se refiere a un kit para el analisis de moleculas de ARN 

35 que incluye: uno o varios compuestos de dirrutenio con estructura de rueda 

de paletas abierta, un tamp6n adecuado para el tratamiento del ARN y 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 atomos de Ru, unidos por enlace metal-metal, 

estan soportados por tres ligandos puente (L-L) que forman, junto a los 

centros metalicos, un anillo; las otras dos posiciones ecuatoriales (*) y las dos 

5 posiciones axiales (**) estan libres u ocupadas por ligandos monodentados 

y/o bidentados quelato. 

Ademas, los ligandos puente de los compuestos de dirrutenio se seleccionan 

del grupo formado por: formamidinato, guanidinato, triazenuro, 

10 aminopiridinato, amidato, carboxilato, hidroxipiridinato, acetamidinato y/o 

benzamidinato. Por otro lado, el/los 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, DMSO o etanol. 

15 Breve descripcion de las figuras 

Figura 1 . RepresentaciOn ORTEP de la estructura cristalina del compuesto 

[Ru2(PhNCHNPh)3C12(DMS0)] (PhNCHNPh = N,N'-difenilformamidinato) en la 

que se indican los atomos de rutenio (Ru), nitr6geno (N), cloro (Cl), oxigeno 

20 (0) y azufre (S). Los atomos de carbono no estan etiquetados y los atomos 

de hidr6geno han sido omitidos por claridad. 

Figura 2. Modelo de la estructura secundaria del ARN en el que se muestra 

los valores de reactividad con NMIA (izquierda; tornado de Lozano y otros. 

25 FEBS J, 2014, 281, 3685-3700) y con el compuesto 

[Ru2(PhNCHNPh)3C12(DMS0)] (derecha) segi.ln la escala de grises. 

Figura 3. Reactividad normalizada del ARN en funcion de la posiciOn del 

nucleotido. La intensidad de la reactividad se cuantifica con la escala de 

30 grises que se muestra. 

Modo de realizacion de la invencion 

Ejemplo 1 . Preparaci6n de los complejos de dirrutenio con estructura de 

rueda de paletas abierta . 

35 1.1. Sintesis solvotermal activada por microondas de compuestos de 

fOrmula [Ru2(02CMe)(L-L)3C1] (L-L = N,N'-difenilformamidinato). 
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Se introdujeron 0,5 mmol de [Ru2(02CMe)4C1], 1,5 mmol de N,N'- 

difenilformamidina, 0,5 mL de trietilamina y 3,5 mmol de LiCI en un 

recipiente de teflon de 85 mL con 8 mL de THF (tetrahidrofurano). El 

recipiente se cerr6 hermeticamente y se introdujo en un horno 

microondas con control de temperatura y de presion. Se mantuvo la 

mezcla a 128 °C durante 60 min y a continuaciOn se evaporaron los 

componentes volatiles de la mezcla. El residuo obtenido se trato con 

tolueno y la disoluciOn se Ilev6 a sequedad. El solido se lavO con eter 

de petroleo. Rendimiento: 40-60%. 

1.2. Sintesis solvotermal activada por microondas de compuestos de 

fOrmula [Ru2(02CMe)(L-L)3C1] (L-L = N,N'-difeniltriazeno).  

Se introdujeron 0,5 mmol de [Ru2(02CMe)4C1], 1,5 mmol de N,N'- 

difeniltriazeno, 0,5 mL de trietilamina y 3,5 mmol de LiCI en un 

15 recipiente de teflon de 85 mL con 8 mL de THF (tetrahidrofurano). El 

recipiente se cerrO hermeticamente y se introdujo en un horno 

microondas con control de temperatura y de presion. Se mantuvo la 

mezcla a 128 °C durante 60 min y a continuaciOn se evaporaron los 

componentes volatiles de la mezcla. El residuo obtenido se tratO con 

20 eter etilico y la disolucion se Ilev6 a sequedad. El solid° se lavO con 

eter de petroleo. Rendimiento: 40-60%. 

1.3-1.7. Preparacion de compuestos con estructura de rueda de 

paletas abierta de fOrmula [Ru2(L-L)3Cl2] (L-L = N,N'- 

25 dianisilformamidinato, N,N'-difeniltriazenuro, trifenilguanidinato, 2,4,6- 

trimetilaminopiridinato, 6-cloro-2-oxopiridinato).  

Se suspendieron 0,5 mmol de compuesto [Ru2(02CMe)(L-L)3C1] en 5- 

10 mL de un disolvente polar como metanol o agua y se anadieron 6- 

10 gotas de acid° clorhidrico al 35%. La mezcla se dej6 agitando 

30 durante una hora a temperatura ambiente. El sOlido se filtrO y se lava, 

con eter etilico. Rendimiento: 35-65%. 

Ejemplo 2. Preparackin de las disoluciones 

2.1.1. PreparaciOn de una disolucion de [Ru2(PhNCHNPh)3C12(DMS0)] 

35 en DMSO. 

Se pesaron 2.5 mg de [Ru2(PhNCHNPh)3Cl2], obtenido segiin el 

ejemplo 1.1., para formar 1.5 mL de disoluciOn 1.94 mM en DMSO. 
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2.1.2. PreparaciOn de una disoluciOn de [Ru2(PhNCHNPh)3C12(DMS0)] 

en DMSO/agua. 

La disolucion preparada segt:m el procedimiento descrito en 2.1.1.se 

diluy6 con agua hasta conseguir una concentraci6n 10 pM de 

5 [Ru2(PhNCHNPh)3C12(DMS0)].  

2.2.1. PreparaciOn de una disolucion de [Ru2(PhNNNPh)3C12(DMS0)] 

en DMS0 (PhNNNPh = N,N'-difeniltriazenuro).  

Se pesaron 2.5 mg de [Ru2(PhNNNPh)3Cl2], obtenido segt:m el ejemplo 

10 1.2., para formar 1.5 mL de disolucion 1.94 mM en DMSO. 

2.2.2. Preparaci6n de una disolucion de [Ru2(PhNNNPh)3C12(DMS0)]  

en DMSO/agua. 

La disolucion preparada segun el procedimiento descrito en 2.2.1.se 

diluyo con agua hasta conseguir una concentraciOn 10 pM de 

15 [Ru2(PhNNNPh)3C12(DMS0)].  

La especie cristalizada a partir de las disoluciones de DMS0 o de las 

disoluciones DMSO/agua obtenida segt:m los ejemplos 2.1.1. y 2.1.2., 

respectivamente, es la misma: [Ru2(PhNCHNPh)3C12(DMS0)] (Figura 1). 

20 

Ejemplo 3. Tratamiento del ARN con compuestos de dirrutenio con estructura 

de rueda de paletas abierta (open-paddlewheel). 

Se empleo el ARN ya utilizado en Lozano y otros. FEBS J, 2014, 281, 3685- 

3700. El ARN (2 pmol) se incubo con una disoluciOn 10 pM del compuesto de 

25 dirrutenio [Ru2(PhNCHNPh)3C12(DMS0)]. 

Antes del tratamiento, el ARN sintetizado in vitro se replegO mediante 

desnaturalizaciOn a 95 °C durante 2 min en 5mM TRIS, pH 8, 0.5 mM EDTA y 

enfriamiento rapid° en hielo durante 2 min, seguido de incubaci6n en tampon 

30 de plegado (100 mM HEPES-KOH, pH 8.0, 0.5 mM MgC12, 100 mM NaCI) 

durante 20 min a 37 °C en un volumen final de 18 pL (Lozano y otros. FEBS 

J, 2014, 281, 3685-3700). Seguidamente, el ARN se incubo con DMS0 al 

10% de concentraciOn final (ARN-control) o con una disolucion 10 pM de 

dirrutenio en DMSO/agua, preparado segun el ejemplo 2, durante 15 minutos 

35 a 37 °C. Finalmente, el ARN tratado y el ARN-control se precipitaron con 2.5 

volumenes de etanol y se resuspendieron en 10 pL de 5 mM TRIS, pH 8, 0.5 

mM EDTA. 
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Ejemplo 4. ReacciOn de extensiOn de cebador 

El ARN tratado y el ARN-control (2 pmol) se incubaron, por separado, con un 

cebador de secuencia complementaria al ARN (2 pmol) y marcado en 5' con 

5 un fluoroforo (descrito en Lozano y otros. FEBS J, 2014, 281, 3685-3700) a 

65 °C durante 5 min, despues otros 5 min a 35 °C y, finalmente, se enfriaron 2 

min con hielo. La reacci6n de extensiOn de cebador se realizO en un volumen 

final de 16 pL, en presencia de un tampOn de transcriptasa reversa (50 mM 

TRIS-HCI, pH 8.3, 3 mM MgCl2, 75 mM KCI, 8 mM DDT) y 1 pM de cada 

10 dNTP. La mezcla se calentO a 52 °C durante 1 min antes de atiadir 100 U de 

Superscript III RT (Invitrogen) e incubar a 52 °C durante 30 min. En paralelo, 

se realizo una reaccion 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 fluorOforo NED (Applied Biosystems) se use) tanto 

15 para la muestra de ARN tratada como para el ARN-control, mientras que la 

reacci6n de secuenciacion se realizo con el cebador marcado con fluorOforo 

FAM. Los productos resultantes de la RI junto con la reaccion de 

secuenciacion se resolvieron por electroforesis capilar. 

20 Ejemplo 5. Analisis de los datos de la reacciOn de extensicin de cebador 

Los electroforegramas resultantes de la electroforesis capilar se analizaron 

mediante el programa QuSHAPE (Karabiber y otros, RNA 2013, 19, 63-67). 

Los valores de reactividad obtenidos para el nucleOtido correspondiente del 

ARN-control se sustrajeron de los valores obtenidos para cada nucleotido del 

25 ARN tratado con el compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de 

paletas abierta. La reactividad de al menos 3 experimentos independientes se 

utilizO para calcular la media (±desviaciOn estandar). Los valores de 

reactividad cuantitativos se normalizaron a una escala de 0 a 2, en la que 0 

representa nucleotidos no reactivos y la intensidad media de los nucleotidos 

30 reactivos se ajusta a 1, tal y como se muestra en la figura 3. 

En la electroforesis por secuenciaciOn capilar, se separa la escalera de 

secuenciaci6n junto al ARN tratado o el ARN-control, dado que cada reacciOn 

Ileva un fluorOforo diferente. Los picos de fluorescencia de la escalera 

35 obtenida con DDC (ver mas arriba) marcan la posicion de las guaninas en el 

ARN. For ello, sirven para alinear los picos de la reacciOn de la RI con la 

posici6n nucleotidica correspondiente al ARN tratado. 
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En el caso de cebadores marcados con 32P (como los descritos en Lozano y 

otros. FEBS J, 2014, 281, 3685-3700), la escalera de secuenciacion se 

prepara con los cuatro terminadores de cadena (DDC, DDG, DDA y DDT), y 

5 se cargan en el gel de secuenciacion en paralelo a la RT del ARN tratado y el 

ARN-control. For lo tanto, se pueden identificar todos los nucleotidos del 

ARN. La movilidad de las paradas de la RT en el ARN tratado, y en el ARN-

control, es coincidente en el gel desnaturalizante con el nucleotido localizado 

en su misma posiciOn. 
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REIVINDICACIONES 

1. Método para la determinación de las intersecciones entre hélices y/o de la 

5 transición entre hélices y bucles en moléculas de ARN que incluye: 

a) inducir el plegado en conformación nativa de ARN procedente de una 

muestra aislada o sintetizado in vitro , 

b) tratar el ARN plegado con una disolución de compuesto de dirrutenio con 

estructura de rueda de paletas abierta (open-paddlewhee~, 

10 c) utilizar el ARN tratado con dirrutenio con estructura de rueda de paletas 

abierta como molde en reacciones de transcripción reversa (RT) con cebadores 

marcados, 

15 

20 

d) identificar las paradas específicas de la RT del paso c) , 

en el que el compuesto de dirrutenio tiene la fórmula : 

L~L 
* * 

(i) 

25 donde los dos átomos de Ru, unidos por enlace metal-metal , están soportados 

por tres ligandos puente (L-L) del grupo compuesto por formamidinatos que 

forman , junto a los centros metálicos, un anillo ; donde las dos posiciones 

ecuatoriales (*) están ocupadas por X = CI , Sr, 1, N03 o CH3CN y las dos 

posiciones axiales (**) están libres u ocupadas por ligandos monodentados y/o 

30 bidentados quelato del grupo formado por etanol y dimetilsulfóxido (DMSO) . 

35 

2. Método según la reivindicación 1 en el que el compuesto de dirrutenio de los 

pasos b) y c) es [Ru2(¡J-PhNCHNPh)3X2(DMSO)] (donde X = CI , Sr, 1, N03 o 

CH3CN). 

3. Método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el 

compuesto de dirrutenio de los pasos b) y c) se utiliza en medio acuoso. 

14
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4. Método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que se 

incluye un ARN-control plegado y diluido en el mismo medio que el ARN del 

paso a) . 

5. Método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que los 

cebadores utilizados en la RT están marcados con 32p en su extremo 5'. 

6. Método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores que incluye, en 

10 el paso d) , las siguientes fases: 

1) realizar reacciones de secuenciación del ARN procedente de la muestra 

aislada o sintetizado in vitro , 

2) separar los productos de la secuenciación de la fase 1) junto con los 

productos de la RT del paso c) , 

15 3) detectar los productos de la secuenciación y los productos de la RT, 

4) cuantificar la intensidad de los productos de parada de la RT con respecto 

al ARN-control. 

7. Uso de complejos de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta 

20 de fórmula (i) donde los dos átomos de Ru , unidos por enlace metal-metal , 

están soportados por tres ligandos puente (L-L) del grupo compuesto por 

formamidinato que forman , junto a los centros metálicos, un anillo; donde las 

dos posiciones ecuatoriales (*) están ocupadas por X = CI , Sr, 1, N03 o CH3CN 

y las dos posiciones axiales (**) están libres u ocupadas por ligandos 

25 monodentados y/o bidentados quelato del grupo formado por etanol y DMSO, 

o de sus disoluciones, en el estudio y análisis del ARN. 

8. Uso según la reivindicación 7 en el que los complejos de dirrutenio se 

seleccionan del grupo formado por: [Ru2(¡.J-PhNCHNPh)3X2(DMSO)] (donde X 

30 = CI , Sr, 1, N03 o CH3CN) , 

9. Combinaciones de ARN con compuestos de dirrutenio con estructura de 

rueda de paletas abierta de fórmula (i) donde los dos átomos de Ru, unidos por 

enlace metal-metal , están soportados por tres ligandos puente (L-L) del grupo 

35 compuesto por formamidinato que forman , junto a los centros metálicos, un 

anillo; donde las dos posiciones ecuatoriales (*) están ocupadas por X = CI , Sr, 

1, N03 o CH3CN y las dos posiciones axiales (**) están libres u ocupadas por 

15
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ligandos monodentados y/O bidentados quelato del grupo formado por etanol y 

DMSO. 

10. Combinaciones según la reivindicación 9 en las que los compuestos de 

5 dirrutenio se seleccionan del grupo formado por: [RU2(1J­

PhNCHNPh)3X2(DMSO)] (donde X = CI , Sr, 1, N03 o CH3CN). 

11 . Compuesto de dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta de 

fórmula (i) donde los dos átomos de Ru, unidos por enlace metal-metal , están 

10 soportados por tres ligandos puente (L-L) que forman , junto a los centros 

metálicos, un anillo; donde las dos posiciones ecuatoriales (*) están ocupadas 

por X = CI , Sr, 1, N03 o CH3CN y al menos una de las dos posiciones axiales 

(**) está ocupada por DMSO. 

15 12. Compuesto de dirrutenio según la reivindicación 11 seleccionado del grupo 

formado por: [Ru2(IJ-PhNCHNPh)3X2(DMSO)] (donde X = CI , Sr, 1, N03 o 

CH3CN). 

13. Kit para determinar las intersecciones entre hélices y/o la transición entre 

20 hélices y bucles en moléculas de ARN que incluye uno o varios compuestos de 

dirrutenio con estructura de rueda de paletas abierta de fórmula (i) , donde los 

dos átomos de Ru, unidos por enlace metal-metal , están soportados por tres 

ligandos puente (L-L) del grupo compuesto por formamidinato que forman , 

junto a los centros metálicos, un anillo ; donde las dos posiciones ecuatoriales 

25 (*) están ocupadas por X = CI , Sr, 1, N03 o CH3CN y las dos posiciones axiales 

(**) están libres u ocupadas por ligandos monodentados y/o bidentados quelato 

del grupo formado por etanol y DMSO, y un tampón adecuado para el 

tratamiento del ARN . 

30 14. Kit según la reivindicación 13 en el que los compuestos de dirrutenio se 

seleccionan del grupo formado por [Ru2(IJ-PhNCHNPh)3X2(DMSO)] (donde X 

= CI , Sr, 1, N03 o CH3CN). 

15. Kit según cualquiera de las reivindicaciones 13-14 que incluye un disolvente 

35 seleccionado del grupo formado por DMSO y etanol. 

16
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