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DESCRIPCION
Compuestos de polimetina y su uso como marcadores fluorescentes

La presente divulgacion se refiere a nuevos compuestos de polimetina y su uso como marcadores fluorescentes. En
particular, los compuestos se pueden utilizar como marcadores fluorescentes para nucleétidos en aplicaciones de
secuenciacion de acidos nucleicos.

Antecedentes

La deteccion no radiactiva de acidos nucleicos que utilizan marcadores fluorescentes es una tecnologia importante
en biologia molecular. Muchos procedimientos empleados en la tecnologia de ADN recombinante se basaban en
gran medida en el uso de nucledtidos o polinucledtidos marcados radiactivamente con, por ejemplo, 32P. Los
compuestos radioactivos permiten la deteccion sensible de acidos nucleicos y otras moléculas de interés. Sin
embargo, existen serias limitaciones en el uso de is6topos radiactivos, como su coste, vida util limitada y, lo que es
mas importante, consideraciones de seguridad. Eliminar la necesidad de marcadores radiactivos mejora la seguridad
al tiempo que reduce el impacto ambiental y los costes asociados, por ejemplo, con la eliminacion de reactivos. Los
métodos susceptibles de deteccion fluorescente no radiactiva incluyen, a modo de ejemplo no limitante,
secuenciacion automatizada de ADN, métodos de hibridacion, deteccion en tiempo real de productos de reaccion en
cadena de la polimerasa e inmunoensayos. Para muchas aplicaciones es deseable emplear multiples marcadores
fluorescentes distinguibles espectralmente para lograr la detecciéon independiente de una pluralidad de analitos que
se superponen espacialmente. En dichos métodos multiplex, se puede reducir el nimero de recipientes de reaccion,
lo que simplifica los protocolos experimentales y facilita la produccion de kits de reactivos especificos a aplicacion.
En la secuenciacion de ADN automatizada en multiples colores, por ejemplo, la detecciéon fluorescente multiple
permite el andlisis de multiples bases de nucleétidos en una Unica linea de electroforesis, lo que aumenta el
rendimiento sobre los métodos de un solo color y reduce las incertidumbres asociadas con las variaciones de
movilidad electroforética entre carriles.

Sin embargo, la deteccion de fluorescencia multiple puede ser problematica y existe una serie de factores
importantes que restringen la seleccion de marcadores fluorescentes. Primero, puede ser dificil encontrar
compuestos de tinte cuyos espectros de emisién se resuelvan de manera espectral adecuadamente en una
aplicacién dada. Adicionalmente, cuando se utilizan diversos tintes fluorescentes juntos, para generar sefiales de
fluorescencia en regiones espectrales distinguibles por excitacion simultanea puede ser dificil porque las bandas de
absorcion de los tintes que podrian ser utilizadas para esto usualmente estan ampliamente separadas, por lo que es
dificil lograr mas o menos eficiencia de excitacion de fluorescencia igual incluso para dos tintes. Muchos métodos de
excitacion utilizan fuentes de luz de alta potencia como los laseres y, por lo tanto, el tinte debe tener suficiente
estabilidad fotografica para soportar dicha excitacion. Una consideracion final de particular importancia en los
métodos de biologia molecular es el grado en que los tintes fluorescentes deben ser compatibles con los reactivos
quimicos utilizados, tales como, por ejemplo, solventes y reactivos de sintesis de ADN, tampones, enzimas
polimerasas y enzimas ligasa.

A medida que la tecnologia de secuenciacion avanza, se ha desarrollado una necesidad de compuestos de tintes
fluorescentes adicionales, sus conjugados de acido nucleico y conjuntos de tintes que satisfagan todas las
restricciones anteriores y que sean particularmente adecuados para métodos moleculares de alto rendimiento tales
como la secuenciacion en fase sélida y similares.

Las moléculas de tinte fluorescente con propiedades de fluorescencia mejoradas tales como intensidad de
fluorescencia, forma y maximo de longitud de onda de la banda de fluorescencia pueden mejorar la velocidad y la
precision de la secuenciacion de acidos nucleicos. La fuerte sefial de fluorescencia es especialmente importante
cuando las mediciones se realizan en tampones biolégicos con base en agua y a una temperatura mas alta, ya que
la intensidad de fluorescencia de la mayoria de los tintes es significativamente menor en dichas condiciones. Mas
aun, la naturaleza de la base a la que se une un tinte también afecta el maximo de fluorescencia, la intensidad de la
fluorescencia y otras propiedades del tinte espectral. Las interacciones especificas de secuencia entre las
nucleobases vy los tintes fluorescentes se pueden adaptar mediante el disefio especifico de los tintes fluorescentes.
La optimizacion de la estructura de los tintes fluorescentes puede mejorar la eficiencia de la incorporacion de
nucledtidos, reducir el nivel de errores de secuenciacion y disminuir el uso de reactivos y, por lo tanto, los costes de
la secuenciacion de acidos nucleicos.

Los compuestos de polimetina se conocen de publicaciones anteriores. Ciertos compuestos de polimetina se
describen en publicaciones que incluyen los documentos WO02013041117, WO02005014723, EP1792949 vy
W02014135221.

En el presente documento se describen construcciones de polimetina mejoradas y su uso como marcadores de
biomoléculas, particularmente como marcadores para nucledtidos utilizados en la secuenciacion de acidos
nucleicos. Se pueden observar mejoras particulares en la eficiencia de la incorporacion de nucleétidos marcados y la
longitud de la secuencia de lectura que se puede obtener utilizando las nuevas construcciones fluorescentes.

Resumen
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La presente invencion se define por las reivindicaciones.

De acuerdo con un primer aspecto esta divulgacion proporciona compuestos de la formula (I) o formas mesoméricas
del mismo:

Ra, Re, Ra.

\
H (CH,)NCORf

H mCat+/mAn-

H (1)

en la que mCat+ o mAn- es un contraidn organico o inorganico cargado positivamente/negativamente y
m es un entero 0-3;

n es un entero 1-5;

Rfes OH u O-;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SO, sulfonamida, halégeno, o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; en la que cualquiera de Ra 0 Ra; es sulfonamida o SOs-; y cada uno de Rcy y Rc; es
independientemente alquilo o alquilo sustituido.

En ciertos ejemplos en los que Ra; o Ra; es SOs-; cualquiera de Rcy 0 Rc, puede ser un grupo acido alquil sulfonico.

En otra realizacion los compuestos de la presente divulgacion se pueden conjugar con una variedad de fracciones
de sustrato tales como, por ejemplo, nucledsidos, nucleétidos, polinucledtidos, polipéptidos, carbohidratos, ligandos,
particulas, células, superficies semisolidas (por ejemplo geles) y superficies sélidas. La conjugacion se puede llevar
a cabo a través del grupo carboxilo CORf, que se puede convertir en una amida o éster.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la divulgacion, se proporcionan compuestos de tinte que
comprenden grupos ligadores para permitir, por ejemplo, adhesion covalente a dichas fracciones de sustrato.

De acuerdo con un aspecto adicional la divulgacion proporciona un compuesto de nucledsido o nucleétido definido
por la formula: N-L-Dye, en la que N es un nucleétido, L es una fraccion de ligador opcional y Dye es un compuesto
fluorescente de acuerdo con la presente divulgacion.

En un aspecto adicional la divulgacion proporciona métodos de secuenciacion que utilizan los compuestos de tinte
de la presente divulgacion.

De acuerdo con un aspecto adicional la divulgacién también proporciona kits que comprenden compuestos de tinte
(libres o en forma conjugado) que se pueden utilizar en diversos ensayos inmunolégicos, marcador de
oligonucleotido y acido nucleico y para secuenciacion de ADN mediante sintesis. En aun otro aspecto la divulgacion
proporciona kits que comprenden ‘conjuntos’ de tinte particularmente adecuados para ciclos de secuenciacion
mediante sintesis sobre una plataforma de instrumentos automatizada.

Un aspecto adicional de la divulgacion es la preparacion quimica de compuestos de la divulgacion.
Descripcion detallada

Esta divulgacion proporciona compuestos novedosos particularmente adecuados para métodos de deteccion de
fluorescencia y secuenciacion mediante sintesis. Los compuestos que tienen una fraccion de indol N-fenilo son
ventajosos en intensidad de fluorescencia, fotoestabilidad en comparacion con analogos de N-alquilo y por lo tanto
mejoran ciertas aplicaciones de secuenciacion de acidos nucleicos.

De acuerdo con un primer aspecto la divulgacion proporciona compuestos de la formula (I) o formas mesoméricas
del mismo:
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\
H (CH,)NCOR

H mCat+/mAn-

H (1)

en la que mCat+ o mAn- es un contraidn organico o inorganico cargado positivamente/negativamente y
m es un entero 0-3;

n es un entero 1-5;

Rfes OH u O-;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SOs-, sulfonamida, halégeno, o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; en la que cualquiera de Ras o Ra; es sulfonamida o SOs-; y

cada uno de Rcy y Rc, es independientemente alquilo o alquilo sustituido; en el que cuando Ras o Ra, es SOs-,
cualquiera de i) Rcy 0 Re es un grupo acido alquil sulfonico, o ii) Ral o Raz es una sulfonamida.

Un aspecto alternativo de la divulgacion proporciona compuestos de la formula () o formas mesoméricas del mismo:

Ra, Re, Ra

\
H (CH,)NCORf

H mCat+/mAn-

H (1)

en las que mCat+ o mAn- es un contraidn organico o inorganico cargado positivamente/negativamente y
m es un entero 0-3;

n es un entero 1-5;

Rfes OH u O-;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SOs-, sulfonamida, halégeno, o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; en la que cualquiera de Ras o Ra; es sulfonamida o SOs-; y

cada uno de Rcy y Rc, es independientemente alquilo o alquilo sustituido; en la que cuando Ras o Ra, es SOs-,
cualquiera de Rcq 0 Rcz es un grupo acido alquil sulfénico.

Un aspecto alternativo la divulgacion proporciona compuestos de la formula (I) o formas mesoméricas del mismo:
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\
H (CH,)NCOR

H mCat+/mAn-

H (1)

en la que mCat+ o mAn- es un contraién organico o inorganico cargado positivamente/negativamente y
m es un entero 0-3;

n es un entero 1-5;

Rf es OH u O- o un éster o conjugado de amina del mismo;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SOs-, sulfonamida, halégeno, o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; en la que cualquiera de Ra; o Raz es sulfonamida; y cada uno de Rcq y Rc; es
independientemente alquilo o alquilo sustituido.

Las moléculas pueden contener una o mas fracciones de sulfonamida o SOs- en la posicién Ra. Ras y/o Ra, pueden
ser sulfonamida. El otro Ra (Ra1 o Ray) puede ser independientemente H, SOs-, sulfonamida, halégeno, o un anillo
adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente. Ras; o Ra; puede ser H. Ra; o Ra; pueden ser SOs-. Ra,
puede ser diferente a Ra, por ejemplo la estructura puede tener un grupo de sulfonamida unico a Ras, y H como
Ra,. Rai y Raz pueden ambos ser sulfonamida. La sulfonamida puede ser SO2NH, o SO;NHR, en la que R es un
alquilo, alquilo sustituido, grupo arilo o arilo sustituido.

Ra4 o Raz pueden ser un anillo alifatico, aromatico o heterociclico adicional fusionado a los carbonos adyacentes del
anillo de indol. Por ejemplo, en dichos casos cuando se fusiona un anillo aromatico, el grupo terminal de tintes puede
representar una estructura de tipo

Rd

Rc

NM
/

en la que Rd puede ser H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido
sulfénico.

De esta manera los tintes de la divulgacion se pueden describir por la Férmula (1A) o (IB):



10

ES 2702 662 T3

mCat+/mAn- (TA)

H \
H (CHp)NCORS

H
H mCat+/mAn-
(IE)

en la que

m es un entero 0-3;

n es un entero 1-5;

Rfes OH u O-;

Rd es H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi sulfonamida, o acido sulfénico; y cada
uno de Rcq y Re; es independientemente alquilo o alquilo sustituido; en la que cualquiera de Rcq 0 Rc, es un grupo

acido alquil sulfénico.

En la féormula (IA) o (IB) los anillos adicionales fusionados a atomos de carbono adyacentes del anillo indol se
pueden sustituir opcionalmente, por ejemplo con acido sulfénico o sulfonamida.

El compuesto puede ser en el que la sulfonamida es parte de una estructura de formula (Il):
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1§
N—s=0
H Rcy
N+
-

-

H

H

(IT)
en la que Rcq es alquilo o alquilo sustituido.

El compuesto puede ser en el que la sulfonamida es parte de una estructura de formula (lll):

0
pry
SCN,H
R I
Ki H

Ox

maAn-
.

h1{+
(CH,)NnCORS
(ITTI)

en la que

m es un entero 0-3, n es un entero 1-5, Rf es OH u O-; y Rc; es alquilo o alquilo sustituido.

El grupo carboxilo CORf o sus derivados se une al atomo de nitrdgeno del indol por una cadena de alquilos de
longitud n, en la que n tiene 1-5 carbono o heteroatomos. La cadena puede ser (CH2)n en la que n es 1-5. El grupo
puede ser (CH)sCOOH.

Las moléculas pueden contener una o mas fracciones de alquil-sulfonato en la posicion Rc. Cuanquiera de Rcq y/o
Rc, puede ser alquil-SOs-. El otro Rc (Rct o Rc) puede ser independientemente alquilo o alquilo sustituido. Rcy y
Rcz pueden ser metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo o (CH2);SOsH, en el que g es 1-6. q puede ser 1-4. q
puede ser 4. Rc1 y Rc puede ser un grupo alquilo sustituido. Rc1 y Rc, puede contener una fracciéon de COOH o -
SOs3H o sus derivados de éster o amida.

En ciertas realizaciones, cuando uno de Ra; o Raz es SOs-, y el otro de Ras o Raz es H o SOs-, cualquiera de Rcq o
Rc; debe ser un grupo acido alquil sulfénico. Los compuestos en los que uno de Ras o Raz es SOs-, y el otro de Ra;
o0 Raz; es H 0 SO3- y Rcy y Rc, son metilo se rechazan de ciertas reivindicaciones si se requiere. La publicacion
W02013041117 divulga ciertos compuestos en los que Ras es H o SOs-, Raz es SOs- y Rc1 y Rc; son metilo. Esta
publicaciéon no describe moléculas en las que Rc sea un grupo de acido alquil sulfénico. Esta publicacion no divulga
moléculas en las que Ra es sulfonamida.

El grupo COOH puede actuar como una fraccion de enlace para una union adicional o se liga a una molécula
adicional. Una vez que ha ocurrido la conjugacion, el COOH o el COO- se pueden convertir en una amida o un éster.

Ejemplos de los compuestos incluyen estructuras de acuerdo con féormula (IV):
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H mCat+/mAn-

H
(IV)

o una sal del mismo en la que mCat+ o mAn- es un contraibn organico o inorganico cargado
positivamente/negativamente y

m es un entero 0-3;
n es un entero 1-5; y
cada uno de Rcq y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido.

Ejemplos adicionales de compuestos incluyen estructuras de acuerdo con la férmula (IVa) a (IVd):

H mCat+/mAn-

{(IVa)
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H mCat+/mAn-
H
H {(IVE)
H COCH
H mCat+mAn-
H
H (T
H mCat+/mAn-
H
H {IVd)

o sales de los mismos, en los que mCat+ o mAn- es un contraidbn organico o inorganico cargado
5 positivamente/negativamente y

m es un entero 0-3;
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n es un entero 1-5; y
q es un entero desde 1-6.

Un compuesto particularmente Gtil es un nucleétido u oligonucleétido marcado con un tinte como se describe en el
presente documento. El nucleétido u oligonucleétido marcado puede tener el marcador unido al atomo de nitrégeno
del indol a través de un grupo alquil-carboxi para formar una amida. El nucleétido u oligonucleétido marcado puede
tener el marcador unido a la posicion C5 de una base de pirimidina o la posicién C7 de una base de purina 7-deaza
a través de una fraccion de ligador.

El nucledtido u oligonucledtido marcado también puede tener un grupo blogueador unido covalentemente al aztcar
de ribosa o desoxirribosa del nucledtido. El grupo de bloqueo puede estar unido en cualquier posicién sobre el
azucar de ribosa o desoxirribosa. En realizaciones particulares, el grupo de bloqueo esta en la posicion 3' OH del
azucar de ribosa o desoxirribosa del nucleoétido.

En este documento se proporcionan kits que incluyen dos o mas nucleotidos en los que por lo menos un nucleétido
es un nucledétido marcado con un compuesto de la presente divulgacion. El kit puede incluir dos o mas nucledtidos
marcados. Los nucleétidos se pueden marcar con dos o mas marcadores fluorescentes. Dos o mas de los
marcadores se pueden excitar utilizando una unica fuente de excitacion, que puede ser un laser. Por ejemplo, las
bandas de excitacién para los dos o0 mas marcadores pueden estar solapadas, por lo menos parcialmente, de tal
manera que la excitacion en la regidon de solapamiento del espectro provoque que ambos marcadores emitan
fluorescencia. En realizaciones particulares, la emision de las dos o mas marcadores se producira en diferentes
regiones del espectro, de tal manera que la presencia de por lo menos uno de los marcadores se puede determinar
distinguiendo épticamente la emision.

El kit puede contener cuatro nucleétidos marcados, en los que el primero de los cuatro nucleétidos esta marcado con
un compuesto como se describe en este documento. En dicho kit, los nucleétidos segundo, tercero y cuarto se
pueden marcar cada uno con un compuesto que es opcionalmente diferente del marcador en el primer nucleétido y
opcionalmente diferente de los marcadores entre si. Por lo tanto, uno o mas de los compuestos pueden tener un
maximo de absorbancia y/o de emisién distinto, de tal manera que los compuestos son distinguibles de otros
compuestos. Por ejemplo, cada compuesto puede tener un maximo de absorbancia y/o emision distinto, de tal
manera que cada uno de los compuestos se distinga de los otros tres compuestos. Se entendera que partes del
espectro de absorbancia y/o espectro de emisidon que no sean los maximos pueden diferir y estas diferencias se
pueden aprovechar para distinguir los compuestos. El kit puede ser tal que dos 0 mas de los compuestos tengan un
maximo de absorbancia distinto a 600 nm. Los compuestos de la invencién normalmente absorben luz en la region
por encima de 640 nm.

Los compuestos, nucleétidos o kits que se exponen en el presente documento se pueden utilizar para detectar,
medir o identificar un sistema bioldgico (que incluye, por ejemplo, procesos o componentes de los mismos). Las
técnicas de ejemplo que pueden emplear los compuestos, nucleétidos o kits incluyen secuenciacion, analisis de
expresion, analisis de hibridacion, analisis genético, analisis de ARN, ensayo celular (por ejemplo, union celular o
analisis de la funcion celular), o ensayo de proteinas (por ejemplo, ensayo de unién de proteinas o ensayo de
actividad de proteinas). El uso puede ser sobre un instrumento automatizado para llevar a cabo una técnica
particular, tal como un instrumento de secuenciacién automatizado. El instrumento de secuenciacién puede contener
dos laseres que operan en diferentes longitudes de onda.

En este documento se divulga un método para sintetizar compuestos de la divulgacion. Un compuesto de formula
(X) y/o (X1), (X2) o una sal del mismo se pueden utilizar como un material de partida para la sintesis de tintes de
polimetina simétricos o asimétricos:

Ra Re

I
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(X2)

o una sal del mismo en la que Ra es H, SOs-, sulfonamida, halégeno, o un anillo adicional fusionado a un atomo de
carbono adyacente; R1, R2, R3 y R4 son independientemente H, alquilo o arilo; Rc; es alquilo o alquilo sustituido; Ar
es un grupo aromatico y R es un grupo alquilo.

En este documento se divulga un método para sintetizar compuestos de la divulgacion. Un compuesto de formula
(X3), (X4) o (X5) o una sal del mismo se puede utilizar como un material de partida para la sintesis de tintes de
polimetina simétricos o asimétricos:

0
D*Sf_’ H
N”
RCo IL
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O
O -
<s7 H
M
ch Ill
.
R"-\-‘_‘ "'"-..,_‘_ H‘h h||'+
u_ (CH,)nCO,H
Ar (X4)
O
OSZ°
Re, |
H
=N
= +
ROT = \
(CH,)nCO4H
1X5)

o una sal del mismo en la que n es un entero 1-5; Rc; es alquilo o alquilo sustituido; Ar es un grupo aromaticoy R es
un grupo alquilo.

Como se utiliza en el presente documento, el término "alquilo” se refiere a hidrocarburo C+-Cy y puede incluir anillos
carbociclicos no aromaticos C3-C+o. En realizaciones particulares, los grupos alquilo son alquilo C+-Cg que se refiere
a radicales hidrocarburos saturados de cadena lineal o ramificada que contienen entre uno y seis atomos de
carbono, respectivamente. Los grupos alquilo pueden incluir uno o mas grupos insaturados, y por lo tanto incluyen
alquenilo y alquinilo.

El término "halégeno”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a fluoro (en lo sucesivo denominado F),
cloro (en lo sucesivo denominado CI), bromo (en lo sucesivo denominado Br) o yodo (en lo sucesivo denominado 1),
y usualmente se relaciona con la sustitucion de un atomo de hidrégeno en un compuesto organico, esta sustitucion
es opcionalmente una sustitucion completa del hidrégeno.

El término "alquilo sustituido”, se refiere a grupos alquilo, alquenilo o alquinilo como se definié anteriormente en los
que pueden sustituir opcionalmente adicionalmente con, pero sin limitacion, halo, ciano, SO3-, SRa, ORa, NRbRc,
oxo, CONRbRc, COOH y COORDb. Ra, Rb y Rc se pueden seleccionar cada uno independientemente de H, alquilo,
alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido. Adicionalmente,
dicho alquilo sustituido, alquenilo sustituido y alquinilo sustituido puede estar opcionalmente interrumpido por al
menos un heteroatomo o grupo seleccionado de O, NRb, S(O): en el que t es 0 a 2, y similares. El alquilo sustituido
también cubre un grupo tal como bencilo en el que los grupos alquilo comprenden una fraccion arilo o arilo
sustituido.

Los tintes de acuerdo con la presente divulgacién se pueden sintetizar a partir de una variedad de diferentes
materiales de partida, que incluyen indoles de N-fenilo. Los tintes se pueden hacer simétricamente, de tal manera
que el mismo indol esté en ambos extremos de la cadena de trimetina, o asimétricamente, de tal manera que
diferentes indoles estén en cualquier extremo del croméforo. Los métodos para preparar tintes de polimetina son
bien conocidos en la técnica.

De acuerdo con un aspecto de la divulgacion, se proporcionan compuestos tintes adecuados para la union a
fracciones de sustrato, que comprenden particularmente grupos ligadores para permitir la uniéon a fracciones de
sustrato. Las fracciones de sustrato pueden ser virtualmente cualquier molécula o sustancia a la que se puedan
conjugar los tintes de la divulgacion y, a modo de ejemplo no limitativo, pueden incluir nucleésidos, nucledtidos,
polinucledtidos, carbohidratos, ligandos, particulas, superficies solidas, polimeros organicos e inorganicos,
cromosomas, nucleos, células vivas y combinaciones o ensamblajes de los mismos. Los tintes pueden conjugarse
mediante un ligador opcional mediante una variedad de medios que incluyen atraccién hidrofébica, atraccion iénica y
union covalente. En particular, los tintes se conjugan con el sustrato por unién covalente. Mas particularmente, la
union covalente es por medio de un grupo ligador.
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La conjugacién del compuesto de tinte al sustrato se puede llevar a cabo a través del grupo carboxilo CORf, que
puede convertirse en una amida o éster.

Los tintes de acuerdo con la presente divulgacion pueden incluir un grupo ligador reactivo en una de las posiciones
de los sustituyentes para la union covalente del tinte a otra molécula. Los grupos de enlace reactivo son fracciones
capaces de formar un enlace (por ejemplo, un enlace covalente o no covalente). En una realizacién particular, el
ligador puede ser un ligador de division. El uso del término "ligador de division" no significa que se deba eliminar
todo el ligador. El sitio de division se puede ubicar en una posicion en el ligador que da como resultado que parte del
ligador permanezca unido al tinte y/o a la fraccion de sustrato después de la division. Los ligadores de division
pueden ser, a modo de ejemplo no limitante, ligadores de division por electréfilos, ligadores de division
enzimaticamente, ligadores de division nucledfilos, ligadores que se pueden escindir por division, de division bajo
condiciones reductoras (por ejemplo, enlaces que contienen disulfuro o azida), condiciones oxidativas, de division
mediante el uso de ligadores de captura de seguridad y de divisién por mecanismos de eliminacion. El uso de un
ligador de division para unir el compuesto de tinte a una fraccion de sustrato brinda la opcion de quitar el marcador,
por ejemplo, después de deteccion, evitando de esta manera cualquier sefal de interferencia en las etapas
posteriores.

Se pueden encontrar grupos ligadores Utiles en la publicacion PCT nimero W02004/018493, ejemplos de los cuales
incluyen ligadores que se pueden dividir utilizando fosfinas solubles en agua o catalizadores de metales de
transicion solubles en agua formados a partir de un metal de transicion y ligandos por lo menos parcialmente
solubles en agua. En solucién acuosa, estos ultimos forman complejos de metales de transiciéon por lo menos
parcialmente solubles en agua. Dichos ligadores de division se pueden utilizar para conectar bases de nucleétidos a
marcadores tales como los tintes expuestos en este documento. Se pueden encontrar ligadores particulares en la
publicacion PCT niumero W02004/018493, tales como aquellos que incluyen fracciones de la formula:

I E]

NN YW

X iy
‘\“‘ll
0
[ — x)-'\ "
N; 0 *

(en la que X se selecciona del grupo que comprende O, S, NH y NQ en la que Q es un grupo alquilo sustituido o no
sustituido C1-10, Y se selecciona del grupo que comprende O, S, NH y N(alil), T es hidrégeno o un grupo alquilo
sustituido o no sustituido C4-C1o y * indica en donde se conecta la fraccion al resto del nucleétido o nucleésido).

En realizaciones particulares, se puede alterar la longitud del conector entre un tinte fluorescente (fluoréforo) y una
base de guanina, por ejemplo, al introducir un grupo separador de polietilenglicol, aumentando de esta manera la
intensidad de fluorescencia en comparacion con el mismo fluoréforo unido a La base de guanina a través de otros
enlaces conocidos en la técnica. Los ligadores de ejemplo y sus propiedades se establecen en la solicitud de
patente GB nimero 0517097.2, publicada como WO07020457. El disefio de los ligadores, y especialmente su mayor
longitud, puede permitir mejoras en el brillo de los fluoréforos unidos a las bases de guanina de los nucleétidos de
guanosina cuando se incorporan a polinucledtidos tales como el ADN. Por lo tanto, cuando el tinte se utiliza en
cualquier método de analisis que emplee la deteccion de un marcador de tinte fluorescente adherido a un nucleétido
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que contiene guanina, puede ser ventajoso utilizar un ligador que tenga un grupo separador de férmula -((CH2)20).-
en el que n es un numero entero entre 2 y 50, por ejemplo, como se describe en el documento W007020457.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente conjugados de nucledsidos y nucleétidos marcados con uno o
mas de los tintes establecidos en este documento (nucledtidos modificados). Los nucledsidos y nucledtidos
marcados son utiles para marcar polinucleétidos formados por sintesis enzimatica, tales como, a modo de ejemplo
no limitante, en amplificacién por PCR, amplificacién isotérmica, amplificacion en fase sélida, secuenciacion de
polinucleétidos (por ejemplo, secuenciacion en fase sdlida), reacciones de traduccion de mella y similares.

Los nucledsidos y nucledtidos pueden marcarse en los sitios en el azdcar o nucleobase. Como se conoce en la
técnica, un "nucledtido” consiste en una base nitrogenada, un azdcar y uno o mas grupos fosfato. En el ARN, el
azucar es ribosa y en el ADN es una desoxirribosa, es decir, un azucar que carece de un grupo hidroxilo que esta
presente en la ribosa. La base nitrogenada es un derivado de purina o pirimidina. Las purinas pueden ser adenina
(A) o guanina (G), y las pirimidinas pueden ser citosina (C), timina (T) o en el contexto de ARN, uracilo (U). El atomo
de desoxirribosa C-1 esta unido a N-1 de una pirimidina o N-9 de una purina. Un nucleédtido es también un éster de
fosfato de un nucleosido, con esterificacion que ocurre en el grupo hidroxilo unido al C-3 o C-5 del azicar. Los
nucledtidos usualmente son mono, di o trifosfatos.

Un "nucledsido” es estructuralmente similar a un nucleétido pero falta las fracciones de fosfato. Un ejemplo de un
analogo de nucledsido seria uno en el que el marcador esté unido a la base y no haya un grupo fosfato unido a la
molécula de azucar.

Aunque la base usualmente se denomina purina o pirimidina, el experto apreciara que hay derivados y analogos
disponibles que no alteran la capacidad del nucleétido o nucledsido para experimentar el emparejamiento de bases
de Watson-Crick. "Derivado" o "analogo" significa un compuesto o molécula cuya estructura central es la misma, o
se parece mucho a la de un compuesto original, pero que tiene una modificacién quimica o fisica, tal como por
ejemplo, un grupo lateral diferente o adicional, lo que permite que el nucleétido o nucledsido derivado se una a otra
molécula. Por ejemplo, la base puede ser una deazapurina. En realizaciones particulares, los derivados son capaces
de experimentar el emparejamiento de Watson-Crick. "Derivado" y "analogo" también incluyen, por ejemplo, un
nucledtido sintético o derivado de nucledsido que tiene fracciones de bases modificadas y/o fracciones de azucar
modificadas. Dichos derivados y analogos se analizan, por ejemplo, en Scheit, Nucleotide analogs (John Wiley &
Son, 1980) y Uhlman et al., Chemical Reviews 90:543-584, 1990. Los analogos de nucleétidos también pueden
tener enlaces fosfodiéster modificados que incluyen fosforotioato, fosforoditioato, alquilfosfonato, fosforanilidato,
enlaces de fosforamidato y similares.

Un tinte se puede unir a cualquier posicion en una base de nucleétido, por ejemplo, a través de un ligador. En
realizaciones particulares, el emparejamiento de bases de Watson-Crick todavia se puede llevar a cabo para el
analogo resultante. Los sitios de marcado de nucleobases particulares incluyen la posicion C5 de una base de
pirimidina o la posicién C7 de una base de purina 7-deaza. Como se describié anteriormente, se puede utilizar un
grupo ligador para unir covalentemente un tinte al nucledsido o nucledétido.

En realizaciones particulares, el nucleésido o nucleétido marcado puede ser incorporable enzimaticamente y
extensible enzimaticamente. De acuerdo con lo anterior, una fraccion de ligador puede tener una longitud suficiente
para conectar el nucleétido al compuesto de tal manera que el compuesto no interfiera significativamente con la
union y el reconocimiento globales del nucleétido por una enzima de replicacion de acido nucleico. Por lo tanto, el
ligador también puede comprender una unidad separadora. Las distancias del separador, por ejemplo, la base de
nucleétidos de un sitio de division o marcador.

Los nucledsidos o nucleotidos marcados con tintes de la divulgacion pueden tener la formula:
B-L-Dye
RO
R
Rll

en la que el Dye es un compuesto de tinte de acuerdo con la presente divulgacion, B es una nucleobase, tal como,
por ejemplo, uracilo, timina, citosina, adenina, guanina y similares y L es un grupo ligador opcional que puede o no
estar presente.

R' puede ser H, monofosfato, difosfato, trifosfato, tiofosfato, un analogo de éster de fosfato, -O- unido a un grupo que
contiene fosforo reactivo o -O- protegido por un grupo bloqueador. R" puede ser H, OH, una fosforamidita o un grupo
bloqueador 3'OHy R™ es H u OH.
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Cuando R" es fosforamidita, R' es un grupo protector de hidroxilo de divisién en acido que permite el posterior
acoplamiento de mondmeros bajo condiciones de sintesis automatizadas.

En una realizacion particular, el grupo de bloqueo es separado e independiente del compuesto de tinte, es decir, no
esta directamente unido a él. En una realizacion alternativa, el tinte puede comprender todo o parte del grupo
bloqueador 3'OH. Por lo tanto, R” puede ser un grupo bloqueador 3'OH que puede o no comprender un compuesto
de tinte descrito en este documento.

En otra realizacion alternativa mas, no hay ningiin grupo de bloqueo en el carbono 3’ del azdcar pentosa y el tinte (o
el tinte y el constructor ligador) unidos a la base, por ejemplo, pueden ser de un tamafo o estructura suficiente para
actuar como un bloque para la incorporacién de un nucleétido adicional. Por lo tanto, el bloqueo puede deberse a un
impedimento estérico o puede deberse a una combinacion de tamario, carga y estructura, ya sea que el tinte esté o
no unido a la posicién 3' del azucar.

En ofra realizacion alternativa mas, el grupo de bloqueo esta presente en el carbono 2' o0 4' de la azlcar pentosa y
puede ser de un tamafo o estructura suficiente para actuar como un bloque para la incorporacién de un nucleétido
adicional. El uso de un grupo de bloqueo permite controlar la polimerizacion, tal como al detener la extension cuando
se incorpora un nucleétido modificado. Si el efecto de bloqueo es reversible, por ejemplo a modo de ejemplo no
limitativo al cambiar las condiciones quimicas o al eliminar un bloque quimico, la extensién se puede detener en
ciertos puntos y luego permitir que continte.

En otra realizacion particular, un grupo de bloqueo 3'OH comprendera las fracciones divulgadas en el documento
W02004/018497. Por ejemplo, el grupo de bloqueo puede ser azidometilo (CH2N3) o alilo.

En una realizacion particular, un ligador (entre el tinte y el nucleétido) y un grupo de bloqueo estan presentes y son
fracciones separadas. En realizaciones particulares, tanto el ligador como el grupo de bloqueo son de division bajo
condiciones sustancialmente similares. Por lo tanto, los procesos de desproteccion y desbloqueo pueden ser mas
eficientes, ya que solo se requerira un unico tratamiento para eliminar tanto el compuesto de tinte como el bloque.
Sin embargo, en algunas realizaciones, un ligador y un grupo de bloqueo no necesitan ser de divisién bajo
condiciones similares, en lugar de estar individualmente de division bajo condiciones distintas.

Esta divulgacion también abarca polinucledtidos que incorporan compuestos de tintes. Dichos polinucleétidos
pueden ser ADN o ARN que comprenden respectivamente desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos unidos en el
enlace fosfodiéster. Los polinucleétidos de acuerdo con la divulgacion pueden comprender nucleétidos naturales,
nucledtidos no naturales (o modificados) distintos de los nucleétidos modificados de la divulgacion o cualquier
combinacién de los mismos, en combinacién con por lo menos un conjunto de nucledtidos modificado (por ejemplo,
marcado con un compuesto de tinte) establecido en este documento. Los polinucleétidos de acuerdo con la
divulgacion también pueden incluir enlaces de estructura principal no naturales y/o modificaciones quimicas no
nucleotidicas. También se contemplan estructuras quiméricas que comprenden mezclas de ribonucleétidos y
desoxirribonucledtidos que comprenden por lo menos un nucleétido modificado de acuerdo con la divulgacion.

Los nucleotidos modificados (o nucledsidos) que comprenden un compuesto de tinte de acuerdo con la presente
divulgacion se pueden utilizar en cualquier método de analisis, tales como los métodos que incluyen la deteccion de
un marcador fluorescente unido a un nucleétido o nucleésido, ya sea por si solo o incorporado a o asociado con una
mayor estructura molecular o conjugado. En este contexto, el término "incorporado en un polinucleétido” puede
significar que el fosfato 5' esta unido en el enlace fosfodiéster al grupo hidroxilo 3' de un segundo nucledtido
(modificado o no modificado), que puede formar parte de una cadena polinucleotidica mas larga. El extremo 3’ de un
nucledétido modificado establecido en este documento puede o no unirse en el enlace fosfodiéster al fosfato 5' de un
nucleétido adicional (modificado o no modificado). Por lo tanto, en una realizaciéon no limitativa, la divulgacion
proporciona un método para detectar un nucleétido modificado incorporado en un polinucleétido que comprende: (a)
incorporar por lo menos un nucleétido modificado de la divulgacion en un polinucleétido y (b) detectar los nucledétidos
modificados incorporados en el polinucleétido al detectar la sefal fluorescente del compuesto de tinte unido a dicho
nucledtido modificado.

Este método puede incluir: una etapa sintética (a) en la que uno o mas nucledtidos modificados de acuerdo con la
divulgacion se incorporan en un polinucledtido y una etapa de deteccion (b) en la que se detectan uno o mas
nucleétidos modificados incorporado en los polinucleétidos al detectar o medir cuantitativamente su fluorescencia.

En una realizacion de la presente divulgacion, por lo menos un nucleétido modificado se incorpora a un
polinucleétido en una etapa sintética por la accion de una enzima polimerasa. Sin embargo, se pueden utilizar otros
métodos para unir nucledtidos modificados a polinucledtidos, tales como por ejemplo la sintesis quimica de
oligonucledtidos o la unién de oligonucleoétidos marcados a oligonucleétidos no marcados. Por lo tanto, el término
"incorporar”, cuando se utiliza en referencia a un nucledtido y polinucleétido, puede abarcar la sintesis de
polinucleétidos por métodos quimicos, de esta manera como métodos enzimaticos.

En una realizacion especifica, se lleva a cabo una etapa sintética y puede comprender opcionalmente incubar una
cadena de polinucledtido de plantilla con una mezcla de reaccidon que comprende nucleétidos modificados marcados
de forma fluorescente de la divulgacion. También se puede proporcionar una polimerasa bajo condiciones que
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permitan la formacion de un enlace fosfodiéster entre un grupo hidroxilo 3' libre en una cadena de polinucleétido
hibrida a la cadena de polinucleétido de plantilla y un grupo fosfato 5' en el nucledtido modificado. Por lo tanto, una
etapa sintética puede incluir la formacién de una cadena de polinucledtidos como se indica mediante el
emparejamiento de bases complementarias de nucleétidos a una cadena de plantilla.

En todas las realizaciones del método, la etapa de deteccion se puede llevar a cabo mientras que la cadena de
polinucledtidos en la que se incorporan los nucleétidos modificados se hibrida a una cadena de plantilla, o después
de una etapa de desnaturalizacién en la que se separan las dos cadenas. Etapas adicionales, por ejemplo las
etapas de reaccion quimica o enzimatica o etapas de purificacion, se pueden incluir entre una etapa sintética y una
etapa de deteccion. En particular, la cadena objetivo que incorpora el nucleétido modificado se puede aislar o
purificar y luego procesarse o utilizarse en un analisis posterior. A modo de ejemplo, los polinucleétidos objetivo
marcados con nucleétidos modificados en una etapa sintética se pueden utilizar posteriormente como sondas o
cebadores marcados. En otras realizaciones, el producto de una etapa sintética establecida en el presente
documento se puede someter a etapas de reaccion adicionales y, si se desea, el producto de estas etapas
posteriores se puede purificar o aislar.

Las condiciones adecuadas para una etapa sintética seran bien conocidas por aquellos familiarizados con las
técnicas estandar de biologia molecular. En una realizacién, una etapa sintética puede ser analoga a una reaccion
de extension de cebador estandar utilizando precursores de nucleotidos, que incluyen los nucleétidos modificados
establecidos en este documento, para formar una cadena objetivo extendida complementaria de la cadena de
plantilla en presencia de una enzima polimerasa adecuada. En otras realizaciones, una etapa sintética puede formar
parte de una reaccion de amplificacion que produce un producto de amplificacion de cadena doble marcado que
comprende cadenas complementarias hibridas derivadas de la copia de las cadenas de polinucledtidos objetivo y de
plantilla. Otras etapas sintéticas de ejemplo incluyen la traduccién de mella, polimerizacion por desplazamiento de
cadena, marcado de ADN cebado al azar, etc. Una enzima polimerasa particularmente Util para una etapa sintética
es una que es capaz de catalizar la incorporacién de uno o mas de los nucleétidos modificados establecidos en el
presente documento. Se puede utilizar una variedad de polimerasas naturales o modificadas. A modo de ejemplo, se
puede utilizar una polimerasa termoestable para una reaccién sintética que se lleva a cabo utilizando condiciones de
termociclado, mientras que una polimerasa termoestable puede no ser deseada para reacciones de extension de
cebadores isotérmicos. Las polimerasas termoestables adecuadas que son capaces de incorporar los nucleétidos
modificados de acuerdo con la divulgacion incluyen aquellas descritas en los documentos WO 2005/024010 o
WO06120433. En reacciones sintéticas que se llevan a cabo a temperaturas mas bajas, tales como 37°C, las
enzimas polimerasas no necesitan ser polimerasas termoestables, por lo tanto, la eleccién de la polimerasa
dependera de una serie de factores tales como la temperatura de reaccion, el pH, la actividad de desplazamiento de
la cadena y similares.

En realizaciones no limitantes especificas, la divulgacion abarca métodos de secuenciacion de acidos nucleicos,
resecuenciacion, secuenciacion del genoma completo, puntuacion de polimorfismo de nucleétido Unico, o cualquier
otra aplicacion que implique la deteccion del nucleétido modificado o nucledsido marcado con tintes establecidos en
este documento cuando se incorporan en un polinucleétido. Cualquiera de una variedad de otras aplicaciones que
se benefician del uso de polinucleétidos marcados con los nucledtidos modificados que comprenden tintes
fluorescentes puede utilizar nucleétidos modificados o nucledsidos marcados con tintes establecidos en el presente
documento.

En una realizacion particular, la divulgacién proporciona el uso de nucledtidos modificados que comprenden
compuestos de tintes de acuerdo con la divulgacién en una reaccidon de secuenciacion por sintesis de
polinucledtidos. La secuenciacion por sintesis generalmente implica la adicion secuencial de uno o mas nucleoétidos
u oligonucledtidos a una cadena de polinucleétidos en crecimiento en la direccién 5 'a 3' utilizando una polimerasa o
ligasa para formar una cadena de polinucleétidos extendida complementaria al acido nucleico de la plantilla que se
va a secuenciar. La identidad de la base presente en uno o mas de los nucleétidos agregados se puede determinar
en una etapa de deteccion o "formacion de imagenes". La identidad de la base agregada se puede determinar
después de cada etapa de incorporacién de nucleétidos. La secuencia de la plantilla se puede inferir utilizando las
reglas convencionales de emparejamiento de bases de Watson-Crick. El uso de los nucledtidos modificados
marcados con tintes en este documento establecidos para la determinacion de la identidad de una sola base puede
ser Util, por ejemplo, en la calificacion de polimorfismos de un solo nucleétido, y dichas reacciones de extension de
una sola base estan dentro del alcance de esta divulgacion.

En una realizacion de la presente divulgacion, la secuencia de un polinucleétido de plantilla se determina al detectar
la incorporacion de uno o mas nucleétidos en una cadena naciente complementaria al polinucleétido de plantilla que
se va a secuenciar a través de la deteccion de marcadores fluorescentes unidos al nucleétido incorporado. La
secuenciacion del polinucledtido plantilla se puede cebar con un cebador adecuado (o se puede preparar como una
construccion de horquilla que contendra el cebador como parte de la horquilla), y la cadena naciente se extiende de
manera gradual mediante la adicién de nucleétidos al extremo 3' del cebador en una reaccion catalizada por
polimerasa.

En realizaciones particulares, cada uno de los diferentes trifosfatos de nucleétidos (A, T, G y C) se puede marcar con
un fluoréforo Unico y también comprende un grupo bloqueador en la posicion 3' para prevenir la polimerizacion no
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controlada. Alternativamente, uno de los cuatro nucleotidos puede estar sin marcar (oscuro). La enzima polimerasa
incorpora un nucleétido en la cadena naciente complementaria al polinucleétido de plantilla, y el grupo de bloqueo
evita la incorporacion adicional de nucleétidos. Cualquier nucleétido no incorporado se puede lavar y la sefial
fluorescente de cada nucleétido incorporado se puede "leer" épticamente por medios adecuados, tales como un
dispositivo de carga acoplada que utiliza excitacion laser y filtros de emisién adecuados. El grupo bloqueador 3’ y los
compuestos de tinte fluorescentes luego se pueden eliminar (desproteger), (simultanea o secuencialmente) para
establecer la cadena naciente para la incorporaciéon de nucleétidos adicionales. Normalmente, la identidad del
nucledtido incorporado se determinara después de cada etapa de incorporacion, pero esto no es estrictamente
esencial. Del mismo modo, la patente de Estados Unidos 5,302,509 divulga un método para secuenciar
polinucleétidos inmovilizados sobre un soporte sélido.

El método, como se ejemplificé anteriormente, utiliza la incorporacion de nucleétidos bloqueados en 3, A, G, Cy T
marcados con fluorescencia en una cadena en crecimiento complementaria al polinucleétido inmovilizado, en
presencia de ADN polimerasa. La polimerasa incorpora una base complementaria al polinucleétido objetivo, pero se
evita que se agregue mas por el grupo bloqueador 3'. El marcador del nucleétido incorporado luego se puede
determinar y el grupo de bloqueo puede eliminarse por division quimica para permitir que se produzca una
polimerizacién adicional. La plantilla de acido nucleico que debe secuenciarse en una reacciéon de sintesis por
secuenciacion puede ser cualquier polinucleétido que se desee secuenciar. La plantilla de acido nucleico para una
reaccion de secuenciacion normalmente comprendera una regiéon de doble cadena que tiene un grupo hidroxilo 3’
libre que sirve como cebador o punto de inicio para la adicion de nucleétidos adicionales en la reacciéon de
secuenciacion. La region de la plantilla que se secuenciara sobresale de este grupo hidroxilo 3’ libre en la cadena
complementaria. La region que sobresale de la plantilla a secuenciar puede ser de cadena sencilla pero puede ser
de doble cadena, siempre que haya una "mella" presente sobre la cadena complementaria de la cadena de plantilla
que se va a secuenciar para proporcionar un grupo 3'OH libre para el inicio de la reaccion de secuenciacion. En
dichas realizaciones, la secuenciacién puede proceder por desplazamiento de cadena. En ciertas realizaciones, un
cebador que contiene el grupo hidroxilo 3’ libre se puede agregar como un componente separado (por ejemplo, un
oligonucledtido corto) que se hibrida a una region de cadena uUnica de la plantila que se va a secuenciar.
Alternativamente, el cebador y la cadena de plantilla que se va a secuenciar pueden formar cada uno parte de una
cadena de acido nucleico parcialmente auto-complementaria capaz de formar un duplex intramolecular, tal como,
por ejemplo, una estructura de bucle de horquilla. Los polinucleétidos de horquilla y los métodos por los cuales se
pueden unir a los soportes solidos se divulgan en las publicaciones de solicitudes internacionales Nos. WO0157248
y WO02005/047301. Los nucledtidos se pueden agregar sucesivamente a un cebador en crecimiento, dando como
resultado la sintesis de una cadena de polinucledtido en la direcciéon 5' a 3'. La naturaleza de la base que se ha
agregado se puede determinar, en particular, pero no necesariamente después de cada adicion de nucledtidos,
proporcionando de esta manera informaciéon de secuencia para la plantilla de acido nucleico. Por lo tanto, un
nucledétido se incorpora a una cadena de acido nucleico (o polinucleétido) al unir el nucleétido al grupo hidroxilo 3’
libre de la cadena de acido nucleico a través de la formacion de un enlace fosfodiéster con el grupo fosfato 5' del
nucleétido.

La plantilla de acido nucleico que se va que se va a secuenciar puede ser ADN o ARN, o incluso una molécula
hibrida compuesta de desoxinucleétidos y ribonucledtidos. La plantilla de acido nucleico puede comprender
nucledtidos de origen natural y/o no natural y enlaces de estructura principal naturales o no naturales, siempre que
estos no eviten la copia de la plantilla en la reacciéon de secuenciacion.

En ciertas realizaciones, la plantilla de acido nucleico que se va a secuenciar se puede unir a un soporte sélido
mediante cualquier método de enlace adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, mediante unidn covalente. En
ciertas realizaciones, los polinucleotidos de plantilla se pueden unir directamente a un soporte sélido (por ejemplo,
un soporte a base de silice). Sin embargo, en ofras realizaciones de la divulgacion, la superficie del soporte sdlido se
puede modificar de alguna manera para permitir la unién covalente directa de polinucledtidos de plantilla, o
inmovilizar los polinucleétidos de plantilla a través de un hidrogel o multicapa de polielectrolito, que se puede unir de
forma no covalente al soporte sélido.

Las disposiciones en las que los polinucleétidos se han unido directamente a soportes basados en silice son
aquellas que se divulgan, por ejemplo, en el documento WO00006770, en el que los polinucledtidos se inmovilizan
en un soporte de vidrio por reaccidon entre un grupo epoéxido colgante sobre el vidrio con un grupo amino interno
sobre el polinucleétido. Adicionalmente, los polinucleétidos se pueden unir a un soporte sélido mediante la reaccién
de un nucledfilo a base de azufre con el soporte solido, por ejemplo, como se describe en el documento
W02005/047301. Aun un ejemplo adicional de polinucledtidos de plantilla soportada en sélidos es en la que los
polinucledtidos de plantilla estan unidos a hidrogel soportado sobre soportes basados en silice u otros sélidos, por
ejemplo, como se describe en los documentos WO00/31148, WO01/01143, W0O02/12566, WO03/014392. Patente
de Estados Unidos No. 6,465,178 y el documento WO00/53812.

Una superficie particular en la que se pueden inmovilizar los polinucleétidos de la plantilla es un hidrogel de

poliacrilamida. Los hidrogeles de poliacrilamida se describen en las referencias citadas anteriormente y en el
documento W0O2005/065814.
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Las moléculas de la plantilla de ADN se pueden unir a perlas o microparticulas, por ejemplo, como se describe en la
Patente de Estados Unidos No. 6,172,218. La unién a perlas o microparticulas puede ser util para aplicaciones de
secuenciacion. Las colecciones de perlas se pueden preparar en las que cada perla contiene diferentes secuencias
de ADN. Colecciones y métodos de ejemplo para su creacion se describen en Nature. 437, 376-380 (2005); Science.
309, 5741, 1728-1732 (2005). La secuenciacion de disposiciones de dichas perlas utilizando nucleétidos
establecidos en el presente documento esta dentro del alcance de la divulgacion.

Las plantillas que se deben secuenciar pueden formar parte de una "disposicion" sobre un soporte sélido, en cuyo
caso la disposicion puede tomar cualquier forma conveniente. Por lo tanto, el método de la divulgacion es aplicable a
todos los tipos de disposiciones de alta densidad, que incluyen disposiciones de molécula Unica, disposiciones
agrupadas y disposiciones de perlas. Los nucleétidos modificados marcados con compuestos de tintes de la
presente divulgacion se pueden utilizar para secuenciar las plantillas en esencialmente cualquier tipo de disposicion,
que incluyen, pero no se limitan a, aquellas formadas por inmovilizacién de moléculas de acido nucleico sobre un
soporte sélido.

Sin embargo, los nucleétidos modificados marcados con compuestos de tintes de la divulgacion son particularmente
ventajosos en el contexto de la secuenciacion de disposiciones agrupadas. En disposiciones agrupadas, las distintas
regiones en la disposicion (a menudo referidas como sitios o caracteristicas) comprenden multiples moléculas de
plantilla de polinucledtidos. En general, las mudltiples moléculas polinucleotidicas no se pueden resolver
individualmente por medios 6pticos y, en cambio, se detectan como un conjunto. Dependiendo de cémo se forme la
disposicion, cada sitio sobre la disposicion puede comprender multiples copias de una molécula de polinucleétido
individual (por ejemplo, el sitio es homogéneo para una especie particular de acido nucleico de cadena simple o
doble) o incluso multiples copias de un pequefio nimero de diferentes moléculas de polinucledtidos (por ejemplo,
copias multiples de dos especies diferentes de acidos nucleicos). Las disposiciones agrupadas de las moléculas de
acido nucleico se pueden producir utilizando técnicas generalmente conocidas en el arte. A modo de ejemplo, los
documentos WO 98/44151 y WOO00/18957, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento,
describen métodos de amplificacién de acidos nucleicos en los que tanto la plantila como los productos de
amplificacién permanecen inmovilizados sobre un soporte sélido para formar disposiciones formadas por
agrupaciones o "colonias" de moléculas de acido nucleico inmovilizadas. Las moléculas de acido nucleico presentes
en las disposiciones agrupadas preparadas de acuerdo con estos métodos son plantillas adecuadas para la
secuenciacion utilizando los nucleétidos modificados marcados con compuestos de tintes de la divulgacion.

Los nucledtidos modificados marcados con compuestos de tintes de la presente divulgacion también son utiles en la
secuenciacion de plantillas en disposiciones de una sola molécula. El término "disposicidon de una sola molécula" o
"SMA", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una poblacién de moléculas polinucleotidicas,
distribuidas (o dispuestas) sobre un soporte sélido, en el que el espaciado de cualquier polinucleétido individual de
todos los demas de la poblacién es tal que es posible resolver individualmente las moléculas de polinucleétido
individuales. Las moléculas de acido nucleico objetivo inmovilizadas sobre la superficie del soporte sélido pueden de
esta manera ser capaces de resolverse por medios 6pticos en algunas realizaciones. Esto significa que una o mas
sefales distintas, cada una representando un polinucleétido, ocurriran dentro del area resoluble del dispositivo de
formacion de imagenes en particular utilizado.

En razon a que la deteccion de una sola molécula se puede lograr cuando el espaciado entre las moléculas de
polinucleétidos adyacentes en una disposicion es por lo menos 100 nm, mas particularmente por lo menos 250 nm,
aun mas particularmente por lo menos 300 nm, incluso mas particularmente por lo menos 350 nm. Por lo tanto, cada
molécula se puede resolver y detectar individualmente como un solo punto de fluorescencia de molécula, y la
fluorescencia de dicho solo punto de fluorescencia de molécula también presenta una sola etapa de
fotodecoloracion.

Los términos "resuelto individualmente" y "resolucion individual" se utilizan en este documento para especificar que,
cuando se visualiza, es posible distinguir una molécula en la disposicion de sus moléculas vecinas. La separacion
entre moléculas individuales sobre la disposicion se determinara, en parte, por la técnica particular utilizada para
resolver las moléculas individuales. Las caracteristicas generales de las disposiciones de una sola molécula se
entenderan por referencia a las solicitudes publicadas WO00/06770 y WO 01/57248. Aunque un uso de los
nucledtidos modificados de la divulgacion esta en las reacciones de secuenciacion por sintesis, la utilidad de los
nucledtidos modificados no esta limitada a dichos métodos. De hecho, los nucleétidos se pueden utilizar
ventajosamente en cualquier metodologia de secuenciacion que requiera la deteccion de marcadores fluorescentes
unidos a nucleétidos incorporados en un polinucleétido.

En particular, los nucleétidos modificados marcados con compuestos de tintes de la divulgacion se pueden utilizar en
protocolos automatizados de secuenciacion fluorescente, particularmente secuenciacion del ciclo terminador de tinte
fluorescente basada en el método de secuenciacion de terminacion de cadena de Sanger y colaboradores. Dichos
métodos generalmente utilizan enzimas y ciclos de secuenciacion para incorporar dideoxinucleétidos marcados con
fluorescencia en una reaccion de secuenciacion de la extension del cebador. Los llamados métodos de
secuenciacion de Sanger, y los protocolos relacionados (tipo Sanger), utilizan una terminacion de cadena aleatoria
con dideoxinucleétidos marcados.
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Por lo tanto, la presente descripcion también abarca nucleétidos modificados marcados con compuestos de tintes
que son didesoxinucledtidos que carecen de grupos hidroxilo en las posiciones 3’ y 2', siendo adecuados dichos
didesoxinucleétidos modificados para uso en métodos de secuenciacién de tipo Sanger y similares.

Los nucledtidos modificados marcados con compuestos de tintes de la presente divulgacion que incorporan grupos
bloqueadores 3’, se reconocera, también pueden ser de utilidad en los métodos de Sanger y protocolos
relacionados, ya que el mismo efecto logrado utilizando dideoxi nucleétidos modificados se puede lograr al utilizar
nucledtidos modificados que tienen grupos bloqueadores 3'-OH: ambos impiden la incorporacién de nucleétidos
posteriores. Cuando los nucleétidos de acuerdo con la presente divulgacion, y que tienen un grupo bloqueador 3’ se
utilicen en los métodos de secuenciacion de tipo Sanger, se apreciara que los compuestos de tinte o marcadores
detectables unidos a los nucledtidos no necesitan estar conectados a través de ligadores de division, ya que en cada
instancia en la que se incorpora un nucleétido marcado de la divulgacion; no es necesario incorporar posteriormente
los nucledtidos y, por lo tanto, no es necesario eliminar el marcador del nucledétido.

La presente divulgacion también proporciona kits que incluyen nucledsidos modificados y/o nucleétidos marcados
con tintes. Dichos kits generalmente incluiran por lo menos un nucleétido modificado o nucleésido marcado con un
tinte establecido en este documento junto con por lo menos un componente adicional. El o los componentes
adicionales pueden ser uno o mas de los componentes identificados en un método establecido anteriormente o en la
seccion de ejemplos a continuacion. A continuacion se establecen algunos ejemplos no limitantes de componentes
que se pueden combinar en un kit de la presente divulgacion.

En una realizaciéon particular, un kit puede incluir por lo menos un nucleétido modificado o nucleésido marcado con
un tinte establecido en este documento junto con nucledtidos o nucledsidos modificados o no modificados. Por
ejemplo, los nucledtidos modificados marcados con tintes de acuerdo con la divulgacion se pueden suministrar en
combinacién con nucledtidos nativos o no marcados, y/o con nucleétidos marcados con fluorescencia o cualquier
combinacién de los mismos. De acuerdo con lo anterior, los kits pueden comprender nucleétidos modificados
marcados con tintes de acuerdo con la divulgacion y nucleétidos modificados marcados con otros, por ejemplo,
compuestos de tintes de la técnica anterior. Las combinaciones de nucleétidos se pueden proporcionar como
componentes individuales separados (por ejemplo, un tipo de nucleétido por recipiente o tubo) o como mezclas de
nucledtidos (por ejemplo, dos 0 mas nucleétidos mezclados en el mismo recipiente o tubo).

Cuando los kits comprenden una pluralidad, particularmente dos, mas particularmente cuatro, nucleétidos
modificados marcados con un compuesto de tinte, los diferentes nucleétidos pueden marcarse con diferentes
compuestos de tintes, o uno puede ser oscuro, sin compuestos de tintes. Cuando los diferentes nucledtidos estan
marcados con diferentes compuestos de tintes, una de las caracteristicas de los kits es que dichos compuestos de
tintes son tintes fluorescentes distinguibles espectralmente. Como se utiliza en este documento, el término "tintes
fluorescentes distinguibles espectralmente” se refiere a tintes fluorescentes que emiten energia fluorescente en
longitudes de onda que se pueden distinguir por un equipo de deteccioén fluorescente (por ejemplo, una plataforma
de secuenciacion de ADN comercial basada en capilares) cuando dos o mas de dichos tintes estan presentes en
una muestra Cuando dos nucleétidos modificados marcados con compuestos de tintes fluorescentes se suministran
en forma de kit, es una caracteristica de algunas realizaciones que los tintes fluorescentes distinguibles
espectralmente se puedan excitar a la misma longitud de onda, como por ejemplo con el mismo laser. Cuando
cuatro nucleétidos modificados marcados con compuestos de tintes fluorescentes se suministran en forma de kit, es
una caracteristica de algunas realizaciones que dos de los tintes fluorescentes distinguibles espectralmente pueden
ser excitados en una longitud de onda y los otros dos tintes distinguibles espectralmente pueden ser excitados en
otra longitud de onda. Las longitudes de onda de excitacion particulares son 532 nm, 630 nm a 700 nm,
particularmente 660 nm.

En una realizacion, un kit incluye un nucleétido modificado marcado con un compuesto de la presente divulgacion y
un segundo nucledtido modificado marcado con un segundo tinte en el que los tintes tienen una diferencia de
absorbancia maxima de por lo menos 10 nm, particularmente de 20 nm a 50 nm. Mas particularmente, los dos
compuestos de tinte tienen cambios de Stokes de entre 15 y 40 nm, donde el "cambio de Stokes" es la distancia
entre la absorcion maxima y las longitudes de onda de emisién maxima.

En una realizacién adicional, un kit puede incluir adicionalmente otros dos nucleétidos modificados marcados con
tintes fluorescentes en los que los tintes son excitados por el mismo laser a 488 nm a 550 nm, particularmente a 532
nm. Los tintes pueden tener una diferencia de absorbancia maxima de por lo menos 10 nm, particularmente de 20
nm a 50 nm. Mas particularmente, los dos compuestos de tinte pueden tener cambios de Stokes de entre 20 y 40
nm. Aun mas particularmente, los dos compuestos de tintes pueden tener un maximo de absorbancia diferente por
debajo de 640 nm, particularmente por debajo de 600 nm. Los tintes particulares que se distinguen espectralmente
de los tintes de polimetina de la presente divulgacion y que cumplen los criterios anteriores son analogos de
polimetina como se describe en la Patente de Estados Unidos No. 5,268,486 (por ejemplo, Cy3) o WO 0226891
(Alexa 532; Molecular Probes A20106) o polimetinas asimétricas como se divulga en la Patente de Estados Unidos
No. 6,924,372. Los tintes alternativos incluyen analogos de rodamina, por ejemplo, tetrametil-rodamina y analogos
de la misma.
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En una realizacion alternativa, los kits de la divulgacién pueden contener nucleétidos en los que la misma base esta
marcada con dos compuestos diferentes. Un primer nucleétido se puede marcar con un compuesto de la
divulgaciéon. Un segundo nucleétido se puede marcar con un compuesto espectralmente distinto, por ejemplo, un
tinte "verde" que absorbe a menos de 600 nm. Un tercer nucleétido se puede marcar como una mezcla del
compuesto de la divulgacion y el compuesto espectralmente distinto, y el cuarto nucleétido puede ser "oscuro" y no
contener marcador. En términos simples, por lo tanto, los nucleétidos 1-4 se pueden marcar como "verde", "rojo",
"rojo/verde" y oscuro. Para simplificar ain mas la instrumentacion, se pueden marcar cuatro nucleétidos con dos
tintes excitados con un solo laser, y por lo tanto el etiquetado de los nucleétidos 1-4 puede ser 'rojo 1', 'rojo 2' 'rojo

1/rojo 2', y oscuro.

Los nucleodtidos pueden contener dos tintes de la presente divulgacion. Los tintes en los que Ra1 o0 Raz son un anillo
aromatico adicional fusionado a los carbonos adyacentes del anillo de indol absorben a una longitud de onda mas
larga que cuando los tintes no tienen la conjugacién aromatica adicional. Un kit puede contener dos o mas
nucledtidos marcados con tintes de la divulgacion. Un kit puede contener un nucleétido marcado con un compuesto
de la divulgacion, en el que cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SOs-, sulfonamida o halégeno, y un
nucledtido marcado con un compuesto de la divulgacién en el que uno o ambos Ra y Raz son un anillo fusionado a
un atomo de carbono adyacente. Los kits pueden contener un nucleétido adicional en el que el nucleétido esta
marcado con un tinte que absorbe en la regiéon de 520 nm a 560 nm. Los kits pueden contener ademas un nucleétido
sin marcar.

Aunque los kits se ejemplificaron anteriormente con respecto a las configuraciones que tienen diferentes nucleétidos
que estan marcados con diferentes compuestos de tinte, se entendera que los kits pueden incluir 2, 3, 4 o mas
nucleétidos diferentes que tienen el mismo compuesto de tinte.

En realizaciones particulares, un kit puede incluir una enzima polimerasa capaz de catalizar la incorporacion de los
nucleétidos modificados en un polinucleétido. Otros componentes que se incluiran en dichos kits pueden incluir
tampones y similares. Los nucleétidos modificados marcados con tintes de acuerdo con la divulgacion, y otros
componentes de cualquier nucleétido que incluyen mezclas de diferentes nucleétidos, se pueden proporcionar en el
kit en una forma concentrada para ser diluidos antes de uso. En dichas realizaciones, también se puede incluir un
tampon de dilucién adecuado. De nuevo, uno o mas de los componentes identificados en un método establecido en
el presente documento pueden incluirse en un kit de la presente divulgacion.

Se observa que, tal como se utiliza en esta especificacion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

"un", "una" y "el" incluyen referentes plurales, a menos que estén limitados de forma expresa e inequivoca a un
referente.

Detalles Experimentales

2,3,3-Trimetil-1-fenil-3H-indolio-5-sulfonato (1)

(1)

2-Metileno-3,3-trimetil-1-fenil-2,3-dihidro-1H-indol (1 g, 4.25 mmol) se disolvi6 en 1 ml de acido sulfdrico a
temperatura < 5°C y 1 ml de acido sulfurico fumante (20 %) se agregd con agitacién. La solucion se agité a
temperatura ambiente 1 h luego se calienta a 60°C durante 3 h. El producto precipitado con éter de dietilo lavado
con acetona y etanol. Rendimiento 0.7 g (52 %). La estructura se confirmé mediante RMN.

2-(4-Anilinobutadienil-1)-3,3-trimetil-1-fenil-3H-indolio-5-sulfonato (2-1)
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Una mezcla de 2,3,3-trimetil-1-fenil-3H-indolio-5-sulfonato (0.63 g), anilina (0.2 g) y 1,1,3,3-tetraetoxipropano (0.35
5 ml) se calenté a 70°C durante 90 min. Se formé un fundido rojo. El producto se trituré con éter de dietilo y se filtro.

Rendimiento 0.6 g (68 %).
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2-(4-Acetanilidobutadienil-1)-3,3-trimetil-1-fenil-3H-indolio-5-sulfonato (2-2)
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Una mezcla de 2,3,3-trimetil-1-fenil-3H-indolio-5-sulfonato (0.315 g), clorhidrato de dialdehidianilo de acido malénico
(0.25 g), acido acético (1 ml) y anhidrido acético (2 ml) se calenté a 60°C durante 3 horas y luego a 50°C durante la
noche. Se formo una solucién naranja. El producto se filtré y se lavo con éter de dietilo. Rendimiento 0.24 g (49%).

1,2-dimetil-1-(4-sulfonatobuitil)-3-fenil-1H-benzo[e]indolio (3)

Esquema de reaccion:

SO3-

CoQ > K
O

El clorhidrato de N-(2-naftilo), N-fenilhidracina (19.51 mmol, 5.28 g), acido 5-metil-6-oxoheptanosulfénico (17.18
mmol, 3.70 g) y ZnCl, anhidro (17.18 mmol, 2.34 g) en etanol absoluto (30 ml) se agité a temperatura ambiente
durante 30 minutos, luego a 80°C durante 2 horas. El progreso de la reaccion se verifico mediante TLC (10% de H2O
en CH3CN). Después de terminacion, la reaccion se enfrid y el solvente se elimind bajo vacio. El residuo se disolvio
en DCM y se purificd por columna flash sobre gel de silice. Rendimiento: 3.06 g, 42%.

RMN de protones: (MeOH-D4): 8.28 (0.5H, d, J = 8Hz); 8.05-8.02 (1H, m); 7.89 (0.5H, d, J = 8Hz); 7.75-7.66 (3H, m);
7.65-7.60 (1H, m); 1.49-1.43 (1.5H, m); 7.31-7.25 (2H, m); 7.16 (.5H, d, J = 9Hz); 7.07 (.5H, appt, J = 7.4Hz); 6.61
(0.5H, d, J = 8Hz); 2.85-2.35 (4H, m); 1.88 (3H, appd, J = 9Hz); 1.75-1.4 (5H, m); 1.35-1.25 (0.5H, m); 1.1-0.95
(0.5H, m); 0.8-0.65 (0.5H, m); 0.58-0.45 (0.5H, m).

1,2-Dimetil-1-(3-sulfonatopropil)-3-fenil-1H-benzo[e]indolio (4)

Esquema de reaccion:

503-
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El compuesto del titulo se preparé como el compuesto anterior a partir de clorhidrato de N-(2-naftil)-N-fenilhidrazina y
acido 4-metil-5-oxopentanosulfénico. El producto se purificd por columna flash sobre gel de silice. Rendimiento:
40%. Estructura confirmada por espectro de RMN.

2,3-dimetil-3-(4-sulfonatobutil)-1-fenil-3H-indolio (5)

L\
7
(5

Esquema de reaccion:

O
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N ’ &
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Clorhidrato de N,N-difenilhidracina (0.01 mol, 2.2 g), acido 5-metil-6-oxoheptanosulfonico (0.017 mol, 3.0 g) en acido
acético glacial (20 ml) se agitaron a temperatura ambiente(~20 C) durante una hora y luego a 100°C durante 3 horas
(verificacion por TLC). La mezcla de reaccion se enfrié y el solvente se elimind bajo vacio. El residuo se lavo con
éter de dietilo y se purificéd por columna flash sobre gel de silice. Rendimiento: 2 g (56%). Estructura confirmada por
espectro de RMN.

Nombre del producto: NR650C5

Esquema de sintesis de producto
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Procedimiento de sintesis de tinte:

Se agitaron 2,3-dimetil-3-(4-sulfonatobutil)-1-fenil-3H-indolio (5) (70 mg) y clorhidrato de malondialdehido dianilo (lI,
51 mg) en una mezcla de anhidrido acético y acido acético (4 ml/1 ml) a 90°C durante 2 h (reaccion de control por
TLC 15% de H20 en MeCN). La mezcla de reaccién se dejo durante la noche a temperatura ambiente. Los solventes
se eliminaron al vacio, el residuo amarillo se lavé con éter de dietilo y se disolvio en acido acético (5 ml). La sal de
indolio (Ill, 85 mg) se agregd a la solucion del compuesto intermedio preparado en la etapa anterior, seguido de
piridina (0.5 ml). Esta mezcla de reaccion se agité a 80°C durante 3 h y se dejo durante la noche a temperatura
ambiente. Los solventes se eliminaron bajo vacio. El residuo azul oscuro se lavé con éter de dietilo, se disolvié en
una mezcla de agua y acetonitrilo (~ 5%), se filtrd y se purificé por HPLC preparativo. Se recolectaron fracciones de
color azul (absorcién maxima ~ 650 nm) y los solventes se eliminaron al vacio.

Los tintes D1-D7 se prepararon de manera similar utilizando materiales de partida apropiados.

En la Tabla 1, las propiedades espectrales de algunos tintes preparados de esta manera (soluciones en agua) en
comparacion con parametros similares del tinte analogo estructural conocido Std (EP1810998A2).

Tabla 1
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Abs Fluor Max
Tinte R1 R2 R3 R4 R Max nm
nm
D1 CeHs H SOs- (CH2)sCO-H C4HgSOs3- 650 670
D2 C5H5 Benzo SO3- (CH2)5C02H C4H8303- 671 693
D4 CeHs H SO2NHz | (CH2)2CO-H CHs 649 652
D5 CeHs SOs- SO2NHz | (CH2)2CO-H CHs 651 671
D6 CeHs H SO2NHz | (CH2)2.CO.H C4HgSO3- 652 674
D7 CeHs H SO2NHz | (CH2)sCO-H C4HgSOs- 650 675
std C4HgSOs- H SO2NHz | (CH2)2CO-H CHs 643 665
Tinte de conjugado de nucledtidos D4 (FFA4)
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Preparacion:

Se agregaron DMA anhidro (5 ml) y base de Hunig (0.06 mL) a la muestra seca del tinte D4 (88 mg). Luego se
agregd una solucion de TSTU (25 mg) en 5 mL de DMA seco. Se desarrollo el color azul del éster activado. La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h. De acuerdo con la TLC (20% de H20 en CHsCN)
se completd la activacion. Una vez completada la activacion, esta solucion se agregé a la soluciéon de pppA-LN3
como una sal de trietilamonio (47 mg) en agua (7 mL). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente bajo
atmosfera de nitrégeno durante 3 h. El progreso del acoplamiento se verificé mediante TLC (20% de H>O en
acetonitrilo). La mezcla de reaccion se enfrio a ~4°C con un bafio de hielo, luego se agregé una solucion de TEAB
0.1 M (5 mL) en agua y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 10 min. La mezcla de reaccién se aplico

ff-dATP- D4
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a una columna con ~50 g de suspension de resina DEAE sephadex en solucién de TEAB 0.05 M en agua y se lavo
con TEAB (gradiente de concentracion de 0.1 M hasta 0.5 M). Las fracciones coloreadas se recolectaron y se
evaporaron, luego se evaporaron de nuevo con agua para eliminar mas TEAB y se sometieron a vacio hasta
secado. El residuo luego se volvié a disolver en TEAB 0.1 M. Esta solucion se filtré a través de un filtro de jeringa
con un tamafo de poro de 0.2 nm en un matraz y se almacené en el congelador. El producto se purificé por HPLC
utilizando una columna de fase inversa C18 con acetonitrilo- TEAB 0.1 M. Rendimiento 76% (con base en la
densidad 6ptica de la solucion utilizando el coeficiente de extincion estimado).

Tinte de conjugado de nucledtidos D7 (FFA7)
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Preparacion:

Se agregaron DMA anhidra (5 ml) y base de Hunig (0.06 ml) a la muestra seca del tinte D7 (100 mg). Luego se
agregd una solucion de TSTU (25 mg) en 5 mL de DMA seco. Se desarrollo el color azul del éster activado. La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h. De acuerdo con la TLC (20% de H20 en CHsCN)
se completd la activacion. Una vez completada la activacion, esta solucion se agregd a la soluciéon de pppA-LN3
como una sal de trietilamonio (47 mg) en agua (7 mL). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente bajo
atmosfera de nitrogeno durante 3 h. El progreso del acoplamiento se verificé mediante TLC (20% de H2O en
acetonitrilo). La mezcla de reaccion se enfrio a ~4°C con un bafio de hielo, luego se agregé una solucion de TEAB
0.1 M (5 mL) en agua y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 10 min. La mezcla de reaccién se aplico
a una columna con ~50 g de suspension de resina DEAE sephadex en solucién de TEAB 0.05 M en agua y se lavo
con TEAB (gradiente de concentracion de 0.1 M hasta 0.5 M). Las fracciones coloreadas se recolectaron y se
evaporaron, luego se evaporaron de nuevo con agua para eliminar mas TEAB y se sometieron a vacio hasta
secado. El residuo luego se volvié a disolver en TEAB 0.1 M. Esta solucion se filtré a través de un filtro de jeringa
con un tamafo de poro de 0.2 nm en un matraz y se almacené en el congelador. El producto se purificé por HPLC
utilizando una columna de fase inversa C18 con acetonitrilo- TEAB 0.1 M. Rendimiento 57% (con base en la
densidad optica de la solucion utilizando el coeficiente de extincion estimado).

Los conjugados con tintes D1-D7 se prepararon de manera similar utilizando materiales de partida apropiados.

En la Tabla 2, se presentan las propiedades fluorescentes de algunos conjugados marcados con nuevos tintes
preparados de esta manera en comparacion con parametros similares de analogo estructural conocido con base en
el tinte conocido Std (US7109314B2, EP1810998A2).

Tabla 2

Nucleotido Tinte Intensidad de fluorescencia 20°C (%) Intensidad de fluorescencia 60°C (%)
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FFAT D1 493 (175) 294 (167)
FFA4 D4 365 (130) 225 (128)
FFA5 D5 517 (184) 330 (188)

FFAStd std 281 (100) 176 (100)

A partir de estos datos, se puede ver que las intensidades de fluorescencia de los nucleétidos marcados con nuevos
tintes donde R1 es fenilo es significativamente mayor en comparacién con los nucleétidos marcados con analogos
estructurales anteriores conocidos (std) en los que R1 no es un grupo fenilo.

Se han analizado algunos de los nucleétidos marcados con nuevos tintes en el sistema de secuenciacion de lllumina
y los datos (mostrados en la tabla 3 a continuacién) revelan que el uso de nuevos compuestos proporciona una tasa
de error mas baja para las aplicaciones de secuenciacion de acidos nucleicos que se comparan con un analogo
estructural conocido en el que R1 no es fenilo.

Tabla 3
Ajuste de Error
Numero de serie Tinte Densidad %PF Jfase Preajuste de fase | prm. 250
cyc R1
M395_225650C5 D6 289 78.8 0.22 0.13 1.26
M395_196650C4A D7 257 83.6 0.18 0.10 1.25
M395_131,V .4 Std 310 79.6 0.15 0.18 1.69
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (IVd) (IV) o formas mesoméricas del mismo:

miC at+/mAn-

H TT .0
(IVdA)

en la que mCat+ o mAn- es un contraidn organico o inorganico cargado positivamente/negativamente y
5 m es un entero 0-3;

n es un entero 1-5; y

q es un entero desde 1-6.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que q es 4.

3. Un nucledtido u oligonucledtido marcado con un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-2.

10 4. Un nucledtido u oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 3 en el que el nucleétido u oligonucleétido se une
mediante conversion del grupo COOH a una amida o éster.

5. Un kit que comprende dos 0 mas nucledtidos en el que por lo menos un nucleétido es un nucleétido marcado de
acuerdo con la reivindicacion 3 o reivindicacion 4.

6. Uso de un nucleétido de acuerdo con la reivindicacion 3 o reivindicacion 4, un oligonucleétido de acuerdo con la
15 reivindicacion 3 o reivindicacion 4 o un kit de acuerdo con la reivindicacion 5 en secuenciacion, analisis de

expresion, analisis de hibridacion, analisis genético, analisis de ARN o ensayos de unién de proteina.

7. Un método para sintetizar un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-2 utilizando el siguiente material

de partida:

0
D‘“-‘»“s':{ N,,|-|
|

H
M+
COOH

(33

20 o una sal del mismo en la que n es un entero 1-5.
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