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DESCRIPCION
Kit y procedimiento para el marcaje de biomoléculas
Campo de la invencion
La presente divulgacion se refiere a un kit y un procedimiento para el marcaje de biomoléculas.
Estado de la técnica

El marcaje de biomoléculas que llevan grupos amino de gran importancia en muchas areas de la biologia y la
biotecnologia, en particular en los campos del diagndstico, los inmunoensayos, los ensayos de acidos nucleicos, la
formacion de bioimagenes y los tratamientos.

Para estos propdsitos, el compuesto marcador es, con frecuencia, un isotiocianato, un cloruro de sulfonilo o un éster
activo. Actualmente se prefieren los ésteres activos, en particular ésteres de N-hidrosuccinimida (NHS) o ésteres de
sulfo N-hidroxisuccinimida (sulfo-NHS), véase, p. €j., Hermanson, "Bioconjugated Techniques", Academic Press
(1996). Este tipo de ésteres activos se prepara a partir del acido carboxilico correspondiente y N-hidroxisuccimidas
por medio de carbodiimidas, tales como diciclohexilcarbodiimida (DCC) o N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC) o carbonilimidazol. De forma alternativa, se puede convertir el acido carboxilico en el éster de N-
hidroxisuccinimida (NHS) o sulfo-NHS correspondiente por medio de disuccinimidilcarbonato. El éster sélido se aisla,
en general como un solido, y se almacena en condiciones secas.

En la mayoria de los casos, los ésteres de NHS y sulfo-NHS son muy sensibles a la humedad y no se pueden
purificar facilmente por cristalizacion o cromatografia. Por lo tanto, suelen contener cantidades considerables y
variables de impurezas, especialmente del acido carboxilico de partida. En algunos casos, el aislamiento del éster
activo produce un gran aumento de la unién inespecifica tras la conjugacion, p. e€j., el éster de NHS del marcador
quimioluminiscente acido hemisuccinico, hidrazida de acido 7-(4-aminobutil-N-etil)naftaleno-12-dicarboxilico (ABEN-
H) capitulo 3, pag. 146, en "Luminescence Immunoassays and Molecular Applications", Van Dyke y Van Dyke Ed.
CRC Press (1990).

Los ésteres activos de NHS y sulfo-NHS de determinados compuestos, especialmente tintes fluorescente, tales
como cianinas, se deben almacenar en condiciones muy secas. Sin embargo, al contrario que sus precursores de
acido carboxilico, estos ésteres activos suelen ser sensibles a cargas electrostaticas y, por lo tanto, dificiles de
pesar. Por lo tanto, la toma de alicuotas de estos ésteres activos, que frecuentemente son caros de fabricar, es
engorrosa; ademas, incluso sus soluciones en DMF o DMSO tienen una estabilidad limitada, siendo sensibles
incluso a cantidades minimas de humedad.

Del andlisis anterior, se deduce que el uso actual de ésteres activos aislados para marcar biomoléculas suele ser
poco fiable y antieconémico. Debido a que tanto los ésteres activos como las biomoléculas que se van a marcar
suelen ser muy caros, estos problemas suponen una pérdida econémica grave.

Por lo tanto, seria deseable tener un procedimiento para la activacién rapida, cuantitativa, in situ de un compuesto
precursor marcador carboxilado, purificable, estable frente a la humedad.

Bruschi et al., Proteomics 9: 460-468, 2009, divulgan un procedimiento para marcar proteinas plasmaticas usando
cianinas yodoacetamidosustituidas.

Los documentos US-A-2003/125561 y WO-A-2008/10941 divulgan el uso de sales de uronio y guanidinio,
respectivamente, como agentes de acoplamiento en la sintesis de péptidos.

Sumario de la invenciéon

Teniendo en cuenta estas premisas, se aprecia por tanto la necesidad de soluciones de mejora, mas eficaces, para
marcar biomoléculas que llevan grupos hidroxilo o amino reactivos.

De acuerdo con la invencion, se consigue el objetivo anterior gracias a la solucion requerida en las reivindicaciones
que figuran mas adelante, que forman parte de la divulgaciéon de la invencion como se proporciona en el presente
documento.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a un kit para marcar biomoléculas que llevan grupos hidroxilo o
amino reactivos que comprende un primer componente (reactivo A) y un segundo componente (reactivo B), en el
que dicho primer componente comprende una mezcla de un compuesto marcador carboxilado y una amina terciaria,
y en el que dicho segundo componente comprende:

i) una sal de guanidinio de formula (a)
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é" (a)

en la que

R, R+, Rz, R3 se seleccionan independientemente de hidrogeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

R y R4, cuando se toman conjuntamente, o R> y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo
heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o

R y Rz, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no
sustituido que incluye el grupo guanidinio al que estan unidos, y

R4 representa un anillo aromatico o heteroaromatico de 6 a 10 miembros sustituido o no sustituido, y
X es un anion;
o)

ii) una sal de uronio de férmula (b)

el
- -

'?9 "}1—0 Rs
L . '4 >=N\-|- x-.-
Re—N Rs
Ry (b)

en la que

Rs, Re, R7, Rs se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

Rs y Rs, cuando se toman conjuntamente, o R; y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo
heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o
Rs y Rz, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no
sustituido que incluye el grupo uronio al que estan unidos,

Ry representa un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno
al que esta unido, y

X es un anion,
en el que dicho compuesto marcador carboxilado es un compuesto luminiscente que contiene un resto carboxilico.

Una realizacién adicional de la presente invencion se refiere al uso de una mezcla de dicho compuesto marcador
carboxilado y una amina terciaria (reactivo A), y una sal de guanidinio de férmula (a) o una sal de uronio de férmula
(b) (como se definen anteriormente) (reactivo B) para marcar biomoléculas que llevan grupos hidroxilo o amino
reactivos.

Otra realizacion mas de la presente invencion se refiere a un procedimiento para marcar biomoléculas que llevan
grupos hidroxilo o amino reactivos con dicho compuesto marcador carboxilado, que comprende i) proporcionar una
mezcla del compuesto marcador carboxilado y una amina terciaria (reactivo A), y una entre una sal de guanidinio de
férmula (a) o una sal de uronio de férmula (b) (como se definen anteriormente) (reactivo B), ii) poner en contacto la
mezcla y la sal de guanidinio o la sal de uronio obteniendo un compuesto marcador carboxilado activado; iii) poner
en contacto el compuesto marcador carboxilado activado con la biomolécula obteniendo una biomolécula marcada
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con el compuesto marcador carboxilado.

Tanto el reactivo A como el reactivo B son quimicamente estables durante un periodo de tiempo muy largo cuando
se almacenan en ausencia de humedad.

El reactivo A puede ser una solucién en un disolvente adecuado, tal como un disolvente aproético polar miscible con
agua, tal como DMF, DMSO, y similares. No obstante, en la mayoria de los casos, se puede evaporar a un solido.

El reactivo B consiste en un reactivo de acoplamiento de guanidinio o uronio (activador), tal como tetrafluoroborato
de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (TSTU). Estos compuestos son activadores potentes bien conocidos
en la sintesis de péptidos, p. €j., en Knorr et al., Tet. Lett. 1990, 30, 1927; en Bannwarth y Knorr, Tet. Lett. 1991, 32,
1157; en Carpino et al. J. Org. Chem., 1994, 59, 695-698; en el documento US 6.825.347), bien sdlidos o disueltos
en un disolvente adecuado tal como un disolvente aprético polar miscible con agua tal como DMF, DMSO, y
similares.

Al menos uno de los dos reactivos debe estar en forma de solucion.

Tras poner en contacto el reactivo A y el reactivo B, se forma rapidamente una forma activada del compuesto
marcador carboxilado, en general, de forma cuantitativa. Esta forma activada se puede usar después para marcar de
forma fiable y reproducible una biomolécula que lleva grupos hidroxilo o amino reactivos. Los subproductos de la
reaccion se eliminan facilmente mediante técnicas de cromatografia, didlisis o ultrafiltracion.

Breve descripcion de las figuras

- Lafigura 1 ilustra las formulas generales de las sales de uronio (a) y guanidinio (b) usadas como activadores de
acuerdo con la presente invencion.

- La figura 2 ilustra graficamente las etapas necesarias para el uso de los kits marcadores de anticuerpo
preparados de acuerdo con la presente invencion, a saber (a) preparacion de la solucion de tincion activada; (b)
preparacion de la soluciéon de anticuerpo; (c) procedimiento de conjugacion; (d) purificacion y aislamiento del
conjugado.

Descripcion detallada de la invencién

Los kits preparados de acuerdo con el procedimiento de la presente invencién se pueden usar en muchos
procedimientos bioldgicos y biotecnolégicos. Por ejemplo, se pueden usar para marcar anticuerpos u otras proteinas.
Los anticuerpos o proteinas marcados se pueden usar como reactivos en inmunoensayos u otras técnicas de
diagndstico tales como citometria de flujo, o en formacién de bioimagenes, o como reactivos terapéuticos. Los kits
de marcaje se pueden emplear con éxito en técnicas de protedmica, tales como la electroforesis diferencial en gel.

De forma similar, los kits de la presente invencion se pueden usar para marcar nucleétidos aminomodificados que se
van a usar en ensayos de acidos nucleicos.

Los kits preparados de acuerdo con la presente invencidon superan las dificultades del éster activo usado
actualmente, proporcionando el compuesto marcador, que contiene un grupo carboxilo, y el reactivo de acoplamiento
en envases separados, que se pueden almacenar durante un periodo de tiempo prolongado sin degradarse. No es
necesario pesar material sensible a la humedad, caro, ni tomar alicuotas de soluciones que se descomponen
rapidamente.

Mas detalladamente, el kit consiste en un reactivo A y un reactivo B, envasados individualmente, que comprenden:
una mezcla de un compuesto marcador carboxilado y una amina terciaria (reactivo A); y un reactivo de acoplamiento
(reactivo B). Los dos reactivos se formulan cuidadosamente y se proporcionan para una cantidad determinada de
biomoléculas que se van a marcar.

El reactivo A consiste en una mezcla de un compuesto carboxilado y una amina terciaria, soélida o en solucion.

El compuesto carboxilado es un compuesto luminiscente que contiene un resto carboxilico, y dicho compuesto
luminiscente puede pertenecer a la clase de las cumarinas, fluoresceinas y rodaminas, polimetinas incluidas cianinas
y merocianinas, oxazinas, tiazinas, ftalo- y naftalocianinas, diazaindacenos, complejos y quelatos de metales de
transicion, tales como complejos luminiscentes de Ru (ll), Os (Il) e Ir (lll) con diazinas aromaticas, complejos
luminiscentes de Eu (lll) y Tb, o

un derivado funcionalizado de luminol y sus analogos, p. €j. hemisuccinamidas de 5-amino-2,3-dihidroftalazino-1,4-
diona (o aminobutilisoluminol, ABEI), 6-amino-2,3-dihidroftalazino-1,4-diona, 9-amino-2,3-dihidrobenzo[flftalazino-
1,4-diona (o aminobutil naftol, ABEN), u otros derivados de ftalazina, o ésteres de acridinio carboxil funcionalizados.

La amina terciaria del reactivo A puede ser trietilamina, N,N-diisopropiletilamina, piridina, N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP), 4-piperidilpiridina (PPY), 2,4,6-trimetilpiridina (colidina), 4-metilmorfolina, 4-etilmorfolina, 4-morfolinopiridina.

El reactivo B es un reactivo de acoplamiento que comprende una sal de guanidinio (a) o uronio (b).
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La sal de guanidinio presenta la férmula quimica (a):

fR1
R—N* R,

o~ (a)

en la que

R, R+, Rz, R3 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

R y R4, cuando se toman conjuntamente, o R> y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo
heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o

R y Rz, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no
sustituido que incluye el grupo guanidinio al que estan unidos,

R4 representa un anillo aromatico y heteroaromatico de 6 a 10 miembros sustituido o no sustituido, y
X es un anion.

La sal de uronio presenta la formula quimica (b):

Ry (b)

en la que

Rs, Re, R7, Rs se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

Rs y Rs, tomados conjuntamente, o R7 y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5
a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o Rs y Rz, cuando se
toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el
grupo uronio al que estan unidos,

Ry representa un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno
al que esta unido,

X es un anion.

De forma ventajosa, la sal de guanidinio o uronio se escoge entre los siguientes compuestos disponibles
comercialmente: hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HBTU), o tetrafluoroborato de
O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU), o hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-
tetrametiluronio (HATU), o tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (TSTU), o
hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (HSTU), hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-
oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolin-carbenio (COMU). Cabe sefialar que la nomenclatura usada cominmente
para los compuestos HATU, HBTU, TBTU es engafiosa, ya que atribuye a estos compuestos la estructura de uronio,
en lugar de la estructura de guanidinio correcta de férmula (a).

El reactivo A y el reactivo B se formulan bien como sélidos o como soluciones, y cuando se formulan como solucion
el disolvente es un disolvente aprético polar miscible con agua seleccionado de N,N-dimetilformamida,
dimetilsulféxido, N,N-dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, acetonitrilo; al menos uno de los dos reactivos se formula
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como una solucion.

La cantidad de amina terciaria usada en la formulacién del reactivo A esta en una proporciéon molar de 1:1 a 10:1 con
respecto al compuesto marcador carboxilado, mientras que la cantidad de reactivo de acoplamiento usada en la
formulacién del reactivo B esta en una proporcion molar de 1:1 a 10:1 con respecto al compuesto marcador
carboxilado.

Los componentes del kit se pueden almacenar hasta que se necesiten durante un periodo de tiempo prolongado. De
forma ventajosa, el kit se proporciona para una cantidad especifica de la biomolécula que se va a marcar, de forma
que no es necesario pesar o tomar alicuotas, y se usa solamente la cantidad necesaria de compuesto marcador.

La activacion del compuesto marcador carboxilado se produce tras poner en contacto el reactivo A y el reactivo B. La
activacion se lleva a cabo a una temperatura entre 0 y 60 °C durante hasta 60 minutos.

Una aplicacion especialmente ventajosa del kit de marcaje de la presente invencion es en el marcaje de proteinas
para electroforesis en gel 2-D; véase, p. €j. "Proteomics" por Renders y Sickman, Ed., Methods in Molecular Biology,
vol. 564, 2009, Humana Press. Para esta aplicacion, de hecho, se usan comercialmente cantidades minusculas de
ésteres activos de tres tintes monocatiénicos de tamafio coincidente en solucion de DMF. En esta forma tienen una
estabilidad muy limitada y escasa reproducibilidad, ya que un tinte (pentametinindocianina) es mas inestable
hidroliticamente y fotoquimicamente que los otros dos tintes (trimetinindocianina y trimetinoxacianina).

Estos problemas se evitan usando el kit de la presente invencion, donde los tres tintes se almacenan en una forma
de acido carboxilico estable, que se activa sélo cuando es necesario.

De la siguiente descripcion de algunos ejemplos que son puramente ilustrativos y no limitantes, surgiran
caracteristicas adicionales de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de un kit para el marcaje de anticuerpos con un tinte fluorescente o luminégeno

El kit consiste en dos viales, uno que contiene el reactivo A y otro que contiene el reactivo B. La cantidad de
reactivos se ha optimizado para el marcaje de 1 mg (6,7 nmol) de IgG (FR 150.000 dalton). Asi, el kit contiene 15
equivalentes de marca (acido carboxilico) (100 nmol), 16,5 equivalentes de 4-dimetilamino piridina (DMAP) y 16,5
equivalentes de tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (TSTU, 110 nmol) con respecto a
la IgG.

Reactivo A (marca + amina terciaria). Contenido: cada vial criogénico de fondo coénico de 1,5 ml con tapa de junta
torica contiene 100 nmol de marca (acido carboxilico) y 110 nmol de DMAP.

Se preparan soluciones madre disolviendo 2 pymol del marcador (acido carboxilico) en 1 ml de metanol u otro
disolvente volatil y 1,07 mg (8,75 ymol) de DMAP en 4 ml de metanol.

Se afiaden 50 ul de cada solucién a un vial criogénico de fondo cénico de 1,5 ml y se evapora el disolvente usando
un evaporador rotatorio o una centrifuga evaporadora.

El residuo, que se deposita como una pelicula sobre el fondo del vial, se seca adicionalmente a vacio.
Después, se almacena el vial en oscuridad en argoén, a -20 °C, en un desecador.

Reactivo B (activador). Cada vial criogénico de fondo cénico de 0,5 ml con tapa de junta térica contiene 70 pl de una
solucion 3 mM de TSTU en DMF anhidra.

Se prepara una solucion madre disolviendo 3,31 mg (11 pymol) de TSTU en 5 ml de DMF seca en argon. Se pipetean
alicuotas de 70 pl en viales criogénicos de fondo cénico de 0,5 ml, se cierran y se almacenan en argén a -20 °C, en
un desecador.

El kit se ensambla colocando los viales que contienen reactivo A y reactivo B junto con una bolsa con desecante
dentro de una bolsa de pelicula de barrera (aluminio/polietileno), que después se sella con calor y se almacena a -
20 °C.

Ejemplo 2
Marcaje de un anticuerpo con un tinte fluorescente o luminégeno usando el kit del ejemplo 1

Etapa 1. Preparacion de la solucion de tincion activada (figura 2a). Se calienta el kit hasta temperatura ambiente. Se
afiaden 50 pl de reactivo B (solucién de activador) al vial que contiene el reactivo A. Se tapa el vial y se disuelve el
tinte mediante agitacion en vortex; la mezcla se mantiene en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min
(figura 2a).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2398042 T3

Etapa 2. Preparacion de la solucion de anticuerpo (figura 2b). Cada kit esta disefiado para marcar 1 mg de IgG (PM
150.000) a 2 mg/ml de solucién. Se debe disolver el anticuerpo en un tampén sin aminas. Para la solucidon tampon
de anticuerpo: a 450 ul de anticuerpo diluido a 2,2 mg/ml con tampén PBS, se les afiaden 50 ul de tampdn
bicarbonato 1M, a pH 8,5. Para anticuerpos solidos: se disuelve 1 mg de anticuerpo en 0,5 ml de tampdn
bicarbonato 0,1 M, a pH 8,5 (figura 2b).

Etapa 3. Procedimiento de conjugacion (figura 2c). Se afiade la solucion de anticuerpo en tampoén (de la etapa 2) al
vial que contiene la solucién de tincion (de la etapa 1). Se tapa el vial, se mezcla suavemente (sin agitacion en
vortex) y se incuba la solucion a temperatura ambiente en oscuridad durante 1 h, agitando cada 15 min.

Etapa 4. Purificacion y aislamiento del conjugado (figura 2d). El producto conjugado se separa del tinte sin
reaccionar y los subproductos de la reaccion por cromatografia de permeacioén en gel, p. €j. en Sefadex™ G25. Se
equilibra una columna de cromatografia con PBS o el tampo6n deseado, se afiade la mezcla de reaccion de la etapa
3 y se eluye con el mismo tampon. Se recoge la primera banda coloreada, que contiene el conjugado de
tinte/anticuerpo. De forma alternativa, se pueden usar columnas de centrifugacion disponibles comercialmente. Se
puede conseguir una separacion menos eficaz por didlisis o ultrafiltracion.

Ejemplo 3
Marcaje de proteinas para electroforesis en gel de fluorescencia 2-D (DIGE 2-D)

Los kits de marcaje estan especificamente disefiados para la deteccion de proteinas en aplicaciones de
electroforesis en gel de diferencia de fluorescencia 2-D (DIGE 2-D). El enfoque de marcaje minimo requiere una
concentracion reducida al minimo del tinte con el fin de marcar cada proteina con una sola molécula de tinte. El
marcaje se produce formando un enlace covalente entre el grupo e-amino de la lisina de las proteinas y el tinte
activado.

Para un analisis de DIGE-2D tipico de marcaje minimo se necesitan tres marcas de tincion, con longitudes de onda
de absorcién aproximadas a 490, 550 y 645 nm. Los tintes deben ser:

- monocatiénicos. Una carga positiva intrinseca de cada tinte reemplaza la de la lisina, dejando la carga total de la
proteina sin cambios.

- de tamano coincidente. Todos los tintes tienen peso molecular y forma similares para evitar afectar a la migracion
de proteinas.

- no sensibles al pH: no se observa afectacion de la sefial a lo largo de un intervalo de pH amplio.
Ademas, es necesario un brillo alto del tinte, para una sensibilidad alta.

Por ejemplo, los tintes que pertenecen a la clase de las cianinas pueden cumplir este requisito.
Preparacion del kit

Se preparan tres kits separados, uno para cada tinte. Cada kit consiste en dos viales. Un vial contiene la mezcla de
tinte/amina terciaria, mientras que el otro contiene el activador. Por ejemplo, se pueden preparar kits disefiados para
20 nmol de tinte como sigue:

Vial de tinte de DIGE 2-D/amina terciaria. Se usan tres tintes de DIGE, una pentametinindocianina monocatiénica,
una trimetinindocianina monocatiénica y una trimetinoxacianina monocationica, respectivamente. Se preparan las
siguientes soluciones madre: se disuelven 1,08 mg de DMAP en 10 ml de DMF seca; se introducen 4 micromoles de
tinte de DIGE en un matraz volumétrico ambar de 5 ml y se afiaden 5 ml de la solucién madre de DMAP. Se disuelve
el tinte y se tapa el matraz en argén y se almacena a -20 °C. Se pipetean alicuotas de 25 ul en viales criogénicos de
fondo coénico de 0,5 ml. Los viales se almacenan en oscuridad con un desecante en argén a -20 °C.

Vial de activador. Soluciéon madre: se disuelven 1,32 mg de TST en 5 ml de DM anhidro en argén en un matraz
volumétrico ambar de 5 ml, en oscuridad, con un desecante, en argén a -20 °C. Se pipetean alicuotas de 25 ul en
viales criogénicos de fondo conico de 0,5 ml. Los viales se almacenan en oscuridad con un desecante en argon a -
20 °C.

El kit se ensambla colocando los dos viales, junto con una bolsa con desecante dentro de una bolsa de pelicula de
barrera (aluminio/polietileno), que después se sella con calor y se almacena a -20 °C.

Cada kit de marcaje minimo de DIGE-2 contiene 20 nmol del tinte de DIGE-2 disueltos en 25 yl de DMF seca sin
aminas, que permiten realizar hasta 50 reacciones de marcaje.

La solucion de trabajo se obtiene mezclando volumenes iguales de las dos soluciones suministradas. Una reaccion
de marcaje tipica sobre 50 ug de proteina requiere 1 pl de la solucién de trabajo de marcaje, obtenida mezclando 0,5
gl de tinte de DIGE-2D y 0,5 pl de activador. Para reducir la minimo los errores de pipeteo, se puede aumentar la
escala de la reaccion de marcaje segun convenga.
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Procedimiento de activacion.

Se saca el kit del congelador y se calienta hasta temperatura ambiente durante 5 minutos. Se insertan los viales en
una microcentrifuga y se centrifugan brevemente para recoger las soluciones del fondo de los viales. La solucion de
trabajo de marcaje se obtiene como sigue:

- se pipetean volumenes iguales de tinte de DIGE 2-D/amina terciaria y solucién de activador en un tubo de
microcentrifuga nuevo;

- se tapa el tubo, se mezcla mediante agitacion en vortex y se centrifuga durante unos segundos, después se
mantiene en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos;

- la solucién de trabajo de marcaje tendra una concentracion de 400 pmol/ul en el tinte activo.

Tipicamente, la solucién de trabajo se prepara inmediatamente antes de su uso. En caso necesario, se puede
almacenar la solucion de trabajo a -20 °C durante hasta una semana.

Protocolo de marcaje

La concentracién de proteina recomendada en el lisado celular esta en el intervalo de 5-10 mg/ml, de forma que 50
Mg de proteina se reparten en 10 y 5 yl respectivamente, pero también se pueden marcar muestras que contienen 1
mg/ml de proteina.

El pH de la solucion de proteina tiene que ser de 8,5 para garantizar la maxima eficacia.

Para marcar 50 ug de proteina se recomiendan 400 pmol del tinte activo. Se procede como sigue:

- disponer la solucién de lisado celular que contiene 50 ug de proteina en un tubo de microcentrifuga;
- afadir 1 yl de la solucién de trabajo de marcaje que contiene 400 pmol del tinte activo al mismo tubo;
- mezclar pipeteando hacia arriba y hacia abajo y centrifugar brevemente;

- incubar en hielo durante aproximadamente 30 minutos en oscuridad;

- desactivar la reaccién de marcaje afiadiendo 1 pl de solucién de lisina 10 mM: mezclar mediante agitacion en
vortex y centrifugar unos segundos, después, mantener en oscuridad en hielo durante 10 minutos.

Ahora, la solucion de proteina marcada esta lista para procesarla, en caso contrario, almacenar a -70 °C en
oscuridad.

Ejemplo 4
Marcaje de oligonucleétidos aminomodificados

Se desarrollé especificamente un kit de marcaje para ofrecer las condiciones ideales para el marcaje de hebras de
ADN y ARN amino alil modificados. La cantidad de marca para cada kit esta ajustada para dar un valor éptimo de
20-50 moléculas de marca por 1000 nucleoétidos.

El kit consiste en dos viales, uno que contiene el reactivo A y otro que contiene el reactivo B. La cantidad de
reactivos se ha optimizado para el marcaje de 5-20 mg (6,7 nmol) de aminoalil ARNa; ARNa = ARNantisentido. Por
tanto, el kit contiene 40 nmol de marca de acido carboxilico, 60 nmol de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) y 60 nmol de
tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil) uronio (TSTU) en DMF seca.

Reactivo A (marcador + amina terciaria). Contenido: cada vial criogénico de fondo cénico sin ADNasas ni ARNasas
de 0,5 ml con tapa de junta térica contiene 40 nmol de marcador (acido carboxilico) y 60 nmol de DMAP. Se prepara
una solucion madre disolviendo 7,2 ymol de marca de acido carboxilico y 1,31 mg de DMAP en 5 ml de metanol en
un vial ambar de 5 ml. Se pipetean alicuotas de 27,8 pl de esta solucion en un vial criogénico de fondo conico de 0,5
ml y se evapora el disolvente usando un evaporador rotatorio o una centrifuga evaporadora. El residuo, que se
deposita como una pelicula sobre el fondo del vial, se seca adicionalmente a vacio. Después, se almacena el vial en
oscuridad en argoén, a -20 °C, en un desecador.

Reactivo B (activador). Contenido: cada vial criogénico de fondo cénico sin ADNasas ni ARNasas de 0,5 ml con tapa
de junta tdrica contiene 20 pl de una solucién de TSTU. Se prepara una solucién madre disolviendo 8,20 mg de
TSTU en 5 ml de DMF seca en argon, en un vial de vidrio de 5 ml. Se pipetean alicuotas de 20,0 ul de esta solucién
en un vial criogénico de fondo cénico de 0,5 ml. Después, se almacena el vial en oscuridad en argon, a -20 °C, en un
desecador.

El kit se ensambla colocando los viales que contienen reactivo A y reactivo B junto con una bolsa desecante dentro
de un bolsillo de pelicula de barrera (aluminio/polietileno), que después se sella con calor y se almacena a -20 °C.
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Protocolo de marcaje - Se desarrollo el siguiente protocolo para marcar nucleétidos amino alil modificados usando el
kit de marcaje.

Etapa 1 - Preparacion de la solucion de marcador activado. Dejar que el kit se caliente hasta temperatura ambiente.
Anadir 11 pl de solucion de reactivo B (activador) al vial de reactivo A (marca + amina terciaria). Tapar el vial,
disolver el tinte mediante agitacion en vortex y mantenerlo en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Etapa 2 - Preparacion de la solucion de ARNa. Cada kit esta disefiado para marcar a temperatura ambiente. Cada kit
esta disefiado para marcar 5-20 ug de ARNa amino alil modificado. Secar la cantidad deseada de muestra de ARNa,
usando, por ejemplo, una centrifuga a vacio. Asegurarse de no secarla en exceso. Afadir 9 yl de tampon de
acoplamiento (solucién de bicarbonato sédico 0,1 M a pH 8,7).

Etapa 3 - Procedimiento de conjugacion. Afadir todo el tinte CHROMIS activado (11 pl de la etapa 1) al tubo de
ARNa para llevar el volumen total a 20 ul. Pipetear varias veces para mezclar bien e incubar en oscuridad a
temperatura ambiente durante al menos 30-60 minutos. Para desactivar la reaccién, afiadir 4,5 ul de una solucion de
hidroxilamina 4 M e incubar en oscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos. Proceder a la purificacion de
las sondas de ARNa marcadas por HPLC o usando protocolos y cartuchos de purificacion adecuados.

Evidentemente, sin perjuicio del principio subyacente a la invencidn, los detalles de construccion y las realizaciones
pueden variar, incluso en gran medida, con respecto a lo que se ha descrito e ilustrado puramente a modo de
ejemplo, sin alejarse del alcance de la presente invencién como se define por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un kit para marcar biomoléculas que llevan grupos hidroxilo o amino reactivos que comprende un primer
componente (reactivo A) y un segundo componente (reactivo B) en envases separados, en el que dicho primer
componente comprende una mezcla de un compuesto marcador carboxilado y una amina terciaria, y en el que dicho
segundo componente comprende:

i) una sal de guanidinio de formula (a)

N
é" {a)
en la que

R, R+, Rz, R3 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

R y R4, cuando se toman conjuntamente, o R> y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo
heterociclico de 5 a7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o

R y Rz, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no
sustituido que incluye el grupo guanidinio al que estan unidos, y

R4 representa un anillo aromatico y heteroaromatico de 6 a 10 miembros sustituido o no sustituido, y
X es un anion; o

ii) una sal de uronio de formula (b)

P S
. -

ég f‘Q—O Rg
\‘ , _ ’+ -
Seees >—N\ X
Re—N  Re
Ry (b)

en la que

Rs, Re, R7, Rs se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

Rs y Rs, tomados conjuntamente, o Ry y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5
a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o Rs y Rz, cuando se
toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el
grupo uronio al que estan unidos, y

Ry representa un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno
al que esta unido, y

X es un anion,
en el que dicho compuesto marcador carboxilado es un compuesto luminiscente que contiene un resto carboxilico.

2.  El kit de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto luminiscente se selecciona de cumarinas
que contienen un resto carboxilico, fluoresceinas que contienen un resto carboxilico y rodaminas que contienen un
resto carboxilico, polimetinas que contienen un resto carboxilico, incluidas cianinas, merocianinas, oxazinas,
tiazinas, ftalo- y naftalocianinas, diazaindacenos, 2,3-dihidroftalazino-1,4-dionas amino sustituidas, 2,3-
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dihidrobenzo|f]ftalazino-1,4-dionas amino sustituidas, ésteres de acridinio que contienen un resto carboxilico,
complejos luminiscentes de Ru (Il), Os (Il) e Ir (Illl) con diazinas aromaticas que contienen un resto carboxilico,
complejos luminiscentes de Eu (lll) y Tb (Ill) que contienen un resto carboxilico, un derivado carboxil funcionalizado
de luminol y sus analogos.

3. El kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha amina terciaria se
selecciona de trietilamina, N,N-diisopropiletilamina, piridina, N,N-dimetilaminopiridina, 2,4,6-trimetilpiridina (colidina),
4-metilmorfolina, 4-etilmorfolina, 4-morfolinopiridina.

4. El kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho primer componente y
dicho segundo componente se formulan como sélidos o como soluciones.

5.  El kit de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicho primer componente y dicho segundo componente se
formulan como soluciones, seleccionandose el disolvente de N,N-dimetilformamida, dimetilsulféxido, sulfolano, N,N-
dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, acetonitrilo.

6. El kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cantidad de dicho segundo
componente esta en una proporcién molar de 1:1 a 10:1 con respecto a dicho compuesto marcador carboxilado.

7.  El kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha sal de guanidinio de
féormula (a) se selecciona de hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HBTU),
tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU), hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU).

8.  Elkit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha sal de uronio de férmula (b)
se selecciona de tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (TSTU), o hexafluorofosfato de
N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (HSTU), hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-
oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolin-carbenio (COMU).

9.  Uso de un compuesto marcador carboxilado, una amina terciaria y un compuesto entre
i) una sal de guanidinio de férmula (a)
R
o
R—N* R,

e

e
A, '#/: x_
o-  (a)

en la que

R, R+, Rz, R3 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

R y R4, cuando se toman conjuntamente, o R> y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo
heterociclico de 5 a7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o

R y Rz, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no
sustituido que incluye el grupo guanidinio al que estan unidos, y

R4 representa un anillo aromatico y heteroaromatico de 6 a 10 miembros sustituido o no sustituido, y
X es un anion; o

ii) una sal de uronio de formula (b)
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Pl
*
+

Re N—Q Rs

s /
L )= X
RN  Re

Ry (b)

en la que

Rs, Re, R7, Rs se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

Rs y Rs, tomados conjuntamente, o R7 y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5
a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o Rs y Rz, cuando se
toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el
grupo uronio al que estan unidos,

Ry representa un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno
al que esta unido, y

X es un anion,

para marcar biomoléculas que llevan grupos hidroxilo o amino reactivos, en el que dicho compuesto marcador
carboxilado es un compuesto luminiscente que contiene un resto carboxilico.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que dicho compuesto luminiscente se selecciona de cumarinas
que contienen un resto carboxilico, fluoresceinas que contienen un resto carboxilico y rodaminas que contienen un
resto carboxilico, polimetinas que contienen un resto carboxilico, incluidas cianinas, merocianinas, oxazinas,
tiazinas, ftalo- y naftalocianinas, diazaindacenos, 2,3-dihidroftalazino-1,4-dionas amino sustituidas, 2,3-
dihidrobenzo|f]ftalazino-1,4-dionas amino sustituidas, ésteres de acridinio que contienen un resto carboxilico,
complejos luminiscentes de Ru (Il), Os (Il) e Ir (Ill) con diazinas aromaticas que contienen un resto carboxilico,
complejos luminiscentes de Eu (lll) y Tb (lll) que contienen un resto carboxilico, un derivado carboxil funcionalizado
de luminol y sus analogos.

11. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en el que dicha amina terciaria se
selecciona de trietilamina, N,N-diisopropiletilamina, piridina, N,N-dimetilaminopiridina, 2,4,6-trimetilpiridina (colidina),
4-metilmorfolina, 4-etilmorfolina, 4-morfolinopiridina.

12.  Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que dicha sal de guanidinio de férmula
(a) se selecciona de hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametil uronio (HBTU), tetrafluoroborato
de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU), hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU).

13. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha sal de uronio de formula (b)
se selecciona de tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (TSTU), o hexafluorofosfato de
N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio (HSTU), hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-
oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolin-carbenio (COMU).

14. Un procedimiento para marcar biomoléculas que llevan grupos hidroxilo o amino reactivos con un compuesto
marcador carboxilado, que comprende

i) proporcionar en envases separados una mezcla del compuesto marcador carboxilado y una amina terciaria, y una
entre:

- una sal de guanidinio de férmula (a)

{a)
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en la que

R, R+, Rz, R3 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

R y R4, cuando se toman conjuntamente, o R> y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo
heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o

R y Rz, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no
sustituido que incluye el grupo guanidinio al que estan unidos, y

R4 representa un anillo aromatico y heteroaromatico de 6 a 10 miembros sustituido o no sustituido, y
X es un anion; o

- una sal de uronio de féormula (b)

Ro N—O ,Rs
L i ’ _N\"' x—
Rg""N\ RB '

Rr . (b) .

en la que

Rs, Re, R7, Rs se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y alquinilo sustituido o
no sustituido que tiene de 2 a 6 atomos de carbono, o

Rs y Rs, tomados conjuntamente, o R7 y Rs, cuando se toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5
a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno al que estan unidos, o Rs y Rz, cuando se
toman conjuntamente, constituyen un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el
grupo uronio al que estan unidos, y

Ry representa un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido que incluye el atomo de nitrégeno
al que esta unido, y

X es un anion;

ii) poner en contacto la mezcla y la sal de guanidinio o la sal de uronio obteniendo un compuesto marcador
carboxilado activado;

iii) poner en contacto el compuesto marcador carboxilado activado con la biomolécula obteniendo una biomolécula
marcada con el compuesto marcador carboxilado

en el que el compuesto marcador carboxilado es un compuesto luminiscente que contiene un resto carboxilico.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que dicha operacion ii) se realiza a una temperatura
de entre 0 y 60 °C durante un periodo de tiempo de hasta 60 minutos.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 14 o la reivindicacion 15, en el que dicha operacion iii) se
realiza a una temperatura de entre 4 y 50 °C durante un periodo de tiempo de hasta 24 horas.
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