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DESCRIPCION

Un procedimiento de marcaje enzimatico especifico de sitio de acidos nucleicos in vitro mediante la incorporacion de
nucledtidos no naturales

Declaracion de apoyo del gobierno de los Estados Unidos

La presente invencion se realizé con apoyo del gobierno bajo la Subvencion num. GM060005, que otorgd el Instituto
Nacional de Salud. El Gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en la invencion.

Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos nim. 61/863,649 presentada el
8 de agosto de 2013.

Antecedentes

Los oligonucledtidos y sus aplicaciones han revolucionado la biotecnologia. Sin embargo, los oligonucledtidos que
incluyen tanto el ADN como el ARN incluyen cada uno solo los cuatro nucleétidos naturales de adenosina (A),
guanosina (G), citosina (C), timina (T) para el ADN y los cuatro nucledtidos naturales de adenosina (A), guanosina (G),
citosina (C), y uridina (U) para el ARN, lo que restringe significativamente las funciones y aplicaciones potenciales de los
oligonucledtidos.

La capacidad de sintetizar/amplificar con especificidad de secuencia a los oligonucleétidos (ADN o ARN) con
polimerasas, por ejemplo por PCR o sistemas de amplificacion isotérmica (por ejemplo, la transcripcion con la ARN
polimerasa T7), ha revolucionado la biotecnologia. Ademas de todas las aplicaciones potenciales en nanotecnologia,
esto ha permitido una amplia gama de nuevas tecnologias como la evolucion in vitro via SELEX (Evolucion sistematica
de ligandos por enriquecimiento exponencial) de aptameros y enzimas de ARN y ADN. Véase, por ejemplo, Oliphant
AR, Brandl CJ y Struhl K (1989), Defining the sequence specificity of DNA-binding proteins by selecting binding sites
from random-sequence oligonucleotides: analysis of yeast GCN4 proteins, Mol. Cell Biol., 9:2944-2949; Tuerk C y Gold
L (1990), Systematic evolution of ligands by exponential enrichment: RNA ligands to bacteriophage T4 DNA polymerase,
Science, 249:505-510; Ellington AD y Szostak JW (1990), In vitro selection of RNA molecules that bind specific ligands,
Nature, 346:818-822.

Desafortunadamente, estas aplicaciones se restringen por la limitada diversidad quimico/fisica presente en el alfabeto
genético natural (los cuatro nucleétidos naturales A, C, Gy T en el ADN, y los cuatro nucleétidos naturales A, C, Gy U
en el ARN). En consecuencia, hay mucho interés en técnicas que permitan la sintesis/amplificacion enzimatica de
oligonucledtidos marcados especificamente en el sitio con grupos funcionales que no estan presentes entre los
nucledtidos del alfabeto genético natural. Actualmente, las opciones disponibles para la derivatizacion de acidos
nucleicos especifica del sitio incluyen sintesis quimica basada en soporte sélido, sintesis quimica/enzimatica combinada
y procedimientos de marcaje final. Los procedimientos de marcaje final se limitan a los oligonucledtidos terminales, y la
sintesis quimica se limita a oligonucledtidos cortos (<200 nucleétidos para el ADN y <70 nucledtidos para el ARN). La
funcionalizacion enzimatica depende del reconocimiento enzimatico de la modificacion de interés y mas
problematicamente no es especifica del sitio.

Malyshev DA y otros divulgaron que la replicacién eficiente e independiente de la secuencia del ADN que contiene un
tercer par de bases establece un alfabeto genético funcional de seis letras (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109 (30), 2012,
12005-12010). Seo Young Jun y otros divulgaron la transcripcién de un alfabeto genético expandido. (Am. Chem Soc.
2009, 131 (14), 2009, 5046-5047). Yamashige Rie y otros divulgaron sistemas de pares de bases no naturales
altamente especificos como un tercer par de bases para la amplificacion por PCR (Nucleic Acids Research, 40 (6),
2012). Li Lingjun y otros divulgaron la replicacion natural de un par de bases no natural para la expansion del alfabeto
genético y las aplicaciones biotecnolégicas del mismo(Journal of the American Chemical Society, 136 (3), 2014, 826-
829. Fourrey y otros divulgaron el fotorreordenamiento del acceso de derivados de fenil seleniuro a nucledsidos C
sustituidos con selenio (Tetrahedron Letters, 1980, vol. 21, 455-458). Montero y otros divulgaron sobre una sintesis
selectiva de varias ribofuranosil-1-purinas (Nucleosides de synthese XVI, paginas 929-935, septiembre de 1978). El
documento WO 2002/062816 A1 (Davis y otros) divulga nucledtidos y dinucledtidos no naturales. Henry y otros
divulgaron los determinantes de estabilidad de nucleobase no natural y reconocimiento de la polimerasa (Journal of the
American Chemical Society, 2003, 9638-9646). Leconte y otros divulgaron el descubrimiento, la caracterizacion y la
optimizacion de un par de bases no natural para la expansion del alfabeto genético (Journal of the American Chemical
Society, 2008, 2336-2343).

Sumario

La presente invencion se define por la materia objeto de las reivindicaciones.
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Las composiciones y procedimientos descritos en la presente memoria se basan en la expansion del alfabeto genético
in vitro, y proporcionan la incorporacion especifica del sitio de nucleétidos no naturales como se describe en la presente
memoria, que portan enlazadores reactivos adaptados para reaccionar con reactivos de carga que comprenden grupos
de reactividad complementaria, o enlazadores que portan cargas unidos a estos, en cualquier posicion de cualquier
secuencia de ADN o ARN, por ejemplo, mediante el uso de PCR estandar o metodologias de transcripcion isotérmica.

En diversas realizaciones, los enlazadores se unen a una carga en la etapa de nucleétido trifosfato, lo que permite la
produccion directa del oligonucleétido marcado especificamente para el sitio deseado, por ejemplo, mediante maquinas
automatizadas de sintesis de polinucleétidos tales como maquinas de sintesis de polinucleétidos de fosforoamidita.

Los enlazadores, en otras realizaciones, incluyen un centro reactivo (por ejemplo, amina primaria, alquino, tiol, aldehido
o azida), que proporciona un enlazador reactivo, que permite la modificacion especifica del sitio del oligonucledtido de
ADN o ARN después de su sintesis. Esto se puede lograr mediante el uso de un reactivo de carga que comprende una
carga (por ejemplo, una molécula, un liposoma, una nanoparticula, etc.) y un grupo de reactividad complementaria al
centro reactivo de la fraccion enlazadora reactiva. En algunas realizaciones, el centro reactivo de la fraccion enlazadora
se protege con un grupo protector estandar. La reaccién de una nucleobase divulgada en la presente memoria que porta
un enlazador reactivo (después de la desproteccion, si es necesario) y un reactivo de carga que incorpora una carga y
un grupo de reactividad complementaria al enlazador reactivo, sirve para proporcionar una nucleobase unida a una
carga a través de una fraccion enlazadora acoplada.

Las composiciones de esta divulgacion, en diversas realizaciones, permiten la expansion del repertorio limitado de
funcionalidad de los cuatro nucleétidos de ADN naturales y de los cuatro nucleétidos de ARN naturales para incluir
practicamente cualquier funcionalidad de interés, incorporada especificamente en un oligonucleétido de ADN o ARN o
en un analogo de ADN o un analogo de ARN, tal como un PNA o un LNA o similar. La carga opcionalmente incluye
funcionalidad que permite el reconocimiento molecular alterado (es decir, para el desarrollo de aptameros), la
reactividad alterada (incluso para catalisis) y/o sondas para la visualizacidon y/o caracterizacion (es decir, para el
desarrollo de diagnésticos).

En la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un compuesto que comprende un analogo de nucleobase
de cualquiera de las férmulas siguientes 8a o 38b:

R, Ro
XX
R, Re R~X X Ro
X=X =
Ro~ Y Ro~ Y
RSN E RN TE
p8a o , p8b i ;

en las que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R; es opcional y cuando esta presente
es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano,
grupo azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en las que cada Y es independientemente azufre, oxigeno, selenio, o una amina secundaria; en las que
cada E es independientemente azufre, selenio u oxigeno; y en las que el analogo de la nucleobase no es 4TFP o 7TFP
o una derivatizacion del enlazador del mismo.

En la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un compuesto que comprende un analogo de nucleobase
de cualquiera de las férmulas siguientes:

Ro
Row - X Re
R, 2\>|<|‘ AN ,)I(\
Ro~y - X X -X
S RS K
X F R X FH R R
Ry 1 RS 1 R; g-Ri
olda o ,a14b s , 0ldc v ,aldd
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Rz Ra R,
R2 XY KX
X=X Re szxm)%)( Y%X
Y; X X
R RETS
. XA~ _.R X A~_.R
Ry R Ry 1 Ry g
s , olde i , al4f v ,

en las que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R es independientemente hidrégeno,
grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en las que cada R; es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, grupo azida, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada Y es
independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina secundaria; en las que cada E es independientemente azufre,
selenio u oxigeno; y en las que el analogo de la nucleobase no es FIMO, MIMO, FEMO, PrMO, EMO, MEMO, IMO,
MMO2, DMO, NMO, 5FM, 20Me, TMO, FDMO, VMO, ZMO, CIMO, TfMO, CNMO, NaM o QMO.

Aqui y a lo largo de la memoria, la linea ondulada indica un punto de unién a una fraccion ribosilo, desoxirribosilo o
didesoxirribosilo; o a un analogo de una fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo, tal como un analogo de
ribosa bloqueado, un grupo peptidico o similar. En algunas realizaciones, la fraccion ribosilo, desoxirribosilo o
didesoxirribosilo o analogo de la misma esta en forma libre, conectada a un grupo monofosfato, difosfato o trifosfato;
que comprende opcionalmente un grupo o-tiotrifosfato, B-tiotrifosfato, o y-tiotrifosfato; o se incluye en un ARN o un ADN
o en un analogo de ARN o un analogo de ADN.

En algunas realizaciones, cuando se refiere a una fraccion ribosilo o una fraccion desoxirribosilo de una nucleobase no
natural divulgado en la presente memoria, se usa X, dX o (d)X, por ejemplo, dTPT3 o (d) TPT3 se refiere a la
nucleobase TPT3 unida a cualquiera de los opciones en la posicién indicada por la linea ondulada. Por lo tanto, la
denominacion general de dX se refiere a compuestos que tienen analogos de ribosa o desoxirribosa unidos al mismo
como se indica por la linea ondulada. Cuando se refiere especificamente a un nucledsido de ribosilo, el prefijo "d" se
elimina, es decir, TPT3 se refiere a una forma de ribosilo. Cuando se incorpora a un sustrato de polimerasa trifosfato (es
decir, TPT3TP, dTPT3TP), se considera que el nucledtido o las variantes derivadas del enlazador se incorporan a un
oligonucledtido de ARN o ADN mediante el uso de una ARN o ADN polimerasa, respectivamente.

En algunas realizaciones, un analogo de ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo de un analogo de nucledsido
divulgado en la presente memoria (por ejemplo, f8a, B8b, al4a, al4b, al4c, al4d, al4e, a14f) comprende un grupo
funcional 2'. Los ejemplos de grupos funcionales incluyen, sin limitacion, metoxi, halégeno, -O-alilo, -O-metoxietilo,
amina primaria, -O-dinitrofenol, -O-dinitrofenil éter, alquilo, -O-alquilo, tiol, aminoetoximetilo, aminopropoximetilo, grupos
aminoetilo, cianoetilo y guanidinoetilo. En algunas realizaciones, el analogo ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo
comprende una sustitucion 4'-tio (por ejemplo, el oxigeno de la fraccién de azicar se reemplaza con un azufre).

En algunas realizaciones, un grupo alquilo de un analogo de nucleobase incluye, sin limitacion, un grupo metilo, etilo,
propilo e isopropilo. En algunas realizaciones, un grupo halégeno de un analogo de nucleobase incluye, sin limitacion,
fldor, cloro, bromo, y yodo.

En algunas realizaciones, un enlazador reactivo de un analogo de nucleobase comprende un grupo funcional que
incluye, pero no se limita a, alquilo, alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, hidroxilo, carbonilo, aldehido, haloformilo,
éster de carbonato, carboxilato, carboxilo, éster, metoxi, hidroperoxi, peroxi, éter, hemiacetal, hemiketal, acetal, cetal,
ortoéster, metilendioxi, éster de ortocarbonato, carboxamida, amina primaria, amina secundaria, imida, azida, azo,
cianato, isocianato, nitrato, nitrilo, isonitrilo, oxinitroso, nitro, nitroso, piridilo, sulfhidrilo, sulfuro, disulfuro, sulfinilo, sulfo,
tiocianato, isotiocianato, carbonotioilo, fosfino, fosfono, fosfato, borono, boronato, borino, borinato y una combinacién de
los mismos. En algunas realizaciones, un enlazador reactivo de un analogo de nucleobase comprende un grupo amino,
un grupo acetilénico, un grupo tiol, un grupo aldehido o un grupo azida.

En algunas realizaciones, una fraccion ribosilo o desoxirribosilo comprende un grupo trifosfato o a-tiotrifosfato unido a
un 5'-hidroxilo del mismo. En algunas realizaciones, se incorpora una fraccion ribosilo o desoxirribosilo en una cadena
de oligonucleotidos de ARN o ADN, respectivamente, o la fraccion ribosilo o desoxirribosilo o analogo del mismo se
incorpora en un analogo de ARN o ADN. El analogo de ARN o analogo de ADN, en ciertas realizaciones, es un acido
nucleico peptidico (PNA) o un acido nucleico bloqueado (LNA). El analogo de ARN o anadlogo de ADN, en ciertas
realizaciones, es un derivado biciclico. Los derivados biciclicos incluyen, sin limitacion, acido nucleico con puente de 2'-
0,4'-C-etileno (ENA), acido nucleico bloqueado carbociclico (CLNA), acido nucleico de ciclohexeno (CENA) y acido
nucleico bloqueado con 2'-desoxi-2'-N,4'-C-etileno (AENA). En ciertas realizaciones, el analogo de ARN o el analogo de
ADN es un derivado aciclico. En ciertas realizaciones, el analogo de ARN o el analogo de ADN es un acido nucleico
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desbloqueado (UNA). En ciertas realizaciones, el analogo de ARN o el analogo de ADN comprende un anillo de
piranosa en lugar de una ribosa. En ciertas realizaciones, el analogo de ARN o el analogo de ADN es un acido nucleico
arabino (ANA) o un acido nucleico de hexitol (HNA).

En algunas realizaciones, una fraccion ribosilo o desoxirribosilo o analogo del mismo se sustituye con grupos
protectores y activadores adecuados para uso en una maquina automatizada de sintesis de oligonucleétidos quimicos.
Un ejemplo de una maquina automatizada de sintesis de oligonucleétidos quimicos es una maquina de sintesis de
fosforoamidita.

En algunas realizaciones, al menos un R2 de un analogo de nucleobase comprende independientemente un grupo -
C=C-CH2NHRS3, en la que R3 es hidrogeno o es un grupo protector de amino. Un ejemplo de un grupo protector de
amino es un grupo dicloroacetilo. En algunas realizaciones, al menos un R2 de un analogo de nucleobase comprende
independientemente un grupo acetilénico adecuado para usar en una reaccion de clic con un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo reactivo acetileno. En algunas realizaciones, al menos un R2 de un analogo de
nucleobase comprende independientemente un grupo tiol adecuado para usar en una reaccion con un reactivo de carga
que comprende una carga y un grupo reactivo tiol. En algunas realizaciones, al menos un R2 de un andlogo de
nucleobase comprende independientemente un grupo aldehido adecuado para usar en una reaccién con un reactivo de
carga que comprende una carga y un grupo reactivo aldehido. En algunas realizaciones, al menos un R2 de un analogo
de nucleobase comprende independientemente un grupo azida adecuado para usar en una reaccién con un reactivo de
carga que comprende una carga y un grupo reactivo azida. En algunas realizaciones, al menos un R2 de un analogo de
nucleobase comprende independientemente -C=C-(CH2)n-C=CH, en la que n es 1, 2, 3, 4, 5 0 6; o R2 es -C=C-
(CH2)n1-0-(CH2)n2-C=CH, en la que n1 y n2 son cada uno independientemente 1, 2 o 3. En algunas realizaciones, al
menos un R2 es independientemente un enlazador acoplado unido a una carga por reaccién de un grupo amino y un
grupo amino-reactivo. Un ejemplo de un grupo amino-reactivo es un grupo acilante o un grupo alquilante, o es un éster
de N-hidroxisuccinimida. En algunas realizaciones, al menos un R2 es independientemente un enlazador acoplado
unido a una carga por reaccion de un grupo acetileno y un grupo reactivo acetileno. Un ejemplo de un grupo reactivo
acetileno es un grupo azida. En ciertas realizaciones, el grupo acetileno y el grupo azida se acoplan con una reaccién de
clic catalizada por cobre. En algunas realizaciones, al menos un R2 es independientemente un enlazador acoplado
unido a una carga por reaccion de un grupo tiol y un grupo reactivo tiol. En algunas realizaciones, al menos un R2 es
independientemente un enlazador acoplado unido a una carga por reaccion de un aldehido y un grupo reactivo
aldehido. En algunas realizaciones, al menos un R2 es independientemente un enlazador acoplado unido a una carga
por reaccién de una azida y un grupo reactivo azida. Un ejemplo de un grupo reactivo azida es un alquino terminal o un
ciclooctino tensado. En algunas realizaciones, al menos un R2 es independientemente hidrégeno, el compuesto que
comprende un grupo a-tiotrifosfato, en el que un reactivo de carga que comprende un grupo carbonilo y-bromo-a,B-
insaturado, yodo, bromoacetilo o aziridinilsulfonamida se acopla al mismo.

En algunas realizaciones, una carga de un analogo de nucleobase incluye, sin limitaciéon, proteinas, péptidos,
aminoacidos, oligonucledtidos, farmacos de molécula pequefa, grupos alifaticos, compuestos que comprenden grupos
fotorreactivos, compuestos que comprenden grupos quimicamente reactivos, compuestos que comprenden grupos
cataliticos, compuestos que comprenden clorometilcetonas, lipidos, biotina, compuestos fluorescentes, compuestos de
inactivacion de la fluorescencia, liposomas y nanoparticulas.

Se divulga ademas en la presente memoria, en diversas realizaciones, el analogo de nucleobase

B i
ll\l S
TPT3 ww ,

y derivados y analogos del mismo.

Se divulga ademas en la presente memoria, en diversas realizaciones, el analogo de nucleobase

F | o
N" s
FTPT3 i ,

y derivados y analogos del mismo.

Se divulga ademas en la presente memoria, en diversas realizaciones, el analogo de nucleobase
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MMS v ,

y derivados y analogos del mismo.

Se divulga ademas en la presente memoria, en diversas realizaciones, el analogo de nucleobase

o

S/

DMS  ww ,

y derivados y analogos del mismo.

Se divulga ademas en la presente memoria, en diversas realizaciones, el analogo de nucleobase

FEMS v ,

y derivados y analogos del mismo.

Se divulga ademas en la presente memoria, en diversas realizaciones, el analogo de nucleobase
Br

BrMS  ww ,

y derivados y analogos del mismo.

Se divulga ademas en la presente memoria, en diversas realizaciones, el analogo de nucleobase

IMS  waw ,
y derivados y analogos del mismo.
En la presente memoria se divulgan, en algunas realizaciones, pares de nucleobase que comprenden un primer analogo

de nucleobase que tiene cualquiera de las féormulas f9a o B9b; y un segundo analogo de nucleobase que tiene
cualquiera de las férmulas a15a o a15b:

R, R2
Rz\xéj\l(Rz 2;>é
Y
X
N""E Ry N E
p9a e , B9b -
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R
Rosv . X X
TS RSTYS
XA\ _.R .
R 7 Ry R
alsa v ,0l5b v ,

en las que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R es independientemente hidrégeno,
grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en las que cada R: es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, grupo
alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada Y es
independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina secundaria; en las que cada E es independientemente oxigeno,
azufre o selenio; y en el que el par de nucleobases no es dICS-dMMO2, dICS-20Me, dSICS-dMMO2, dSICS-d20Me,
dSNICS-dMMO2, dSNICS-d20Me, d4SICS-dMMO2, d4SICS-d20Me, d5SICS-dFIMO, d5SICS-dMIMO, d5SICS-
dFEMO, d5SICS-dPrMO, d5SICS-dEmo, d5SICS-dMEMO, d5SICS-dimo, d5SICS-dMMO2, d5SICS-dDMO, d5SICS-
dNMO, d5SICS-d5FM, d5SICS-d20Me, d5SICS-dTMO, d5SICS-dFDMO, d5SICS-dVMO, d5SICS-dZMO, d5SICS-
dCIMO, d5SICS-dTfMO y d5SICS-dCNMO.

En la presente memoria, en algunas realizaciones, se divulga un par de nucleobase que comprende un primer analogo
de nucleobase que tiene la férmula $9b, y un segundo andlogo de nucleobase que tiene cualquiera de las férmulas
al15a o a15b:

R
R .
R2 /X, 2 5 RZ\ ’X:X}Z
¢ R >'<2 E
R2\ 2N,
XS XS RN
X X R X F R
R, N E R g Ry g7
B9b o ,al5a v , 015b v ,

en las que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R es independientemente hidrégeno,
grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en las que cada R: es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, grupo
alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada Y es
independientemente azufre, oxigeno, selenio, o amina secundaria; y en las que cada E es independientemente oxigeno,
azufre o selenio.

En la presente memoria se divulga, en algunas realizaciones, un par de nucleobase que comprende un primer analogo
de nucleobase que tiene cualquiera de las féormulas f9a o f9b, y un segundo analogo de nucleobase que tiene
cualquiera de las férmulas a16a o a16b:

Ro

R, R2
Ra~ éj\(RZ 2 oy
X | X/X\Y
Rz\)l(l\\ X~R2 Rz\)ﬁ/%\[
X
~Xo

N~ E RSN TE
p9a www 7

X X
Ro~. - X X
S R
XA _.R XA _.R
Ry E; Ry By
al6a v , 0.16b o ,

en las que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R es independientemente hidrégeno,
grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
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comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en las que cada Rx es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, grupo
alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada Y es
independientemente azufre, oxigeno, selenio, o amina secundaria; en las que cada E es independientemente oxigeno,
azufre o selenio; y en las que cada E; es independientemente azufre o selenio.

La linea ondulada indica un punto de unién a una fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo; o a un analogo de
una fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo, tal como un analogo de ribosa bloqueado, un grupo peptidico o
similar. En algunas realizaciones, la fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo o analogo de la misma esta en
forma libre, conectada a un grupo monofosfato, difosfato o trifosfato; que comprende opcionalmente un grupo a-
tiotrifosfato, B-tiotrifosfato, o y-tiotrifosfato; o se incluye en un ARN o un ADN o en un analogo de ARN o un analogo de
ADN.

En algunas realizaciones, un grupo alquinilo es un grupo etinilo o propinilo. En algunas realizaciones, un grupo alquilo
es un grupo metilo, etilo, propilo o isopropilo. En algunas realizaciones, un halégeno es fluor, cloro, bromo o yodo.

En algunas realizaciones, un analogo de ribosilo, desoxirribosilo, o didesoxirribosilo del par nucleobase comprende un
grupo funcional 2'. Los grupos funcionales ejemplares incluyen, sin limitacion, metoxi, halégeno, -O-alilo, -O-metoxietilo,
amina primaria, alquilo, -O-alquilo, tiol, -O-dinitrofenol, -O-dinitrofenil éter, aminoetoximetilo, aminopropoximetilo,
aminoetilo, grupos cianoetilo, y guanidinoetilo. En algunas realizaciones, un analogo de ribosilo, desoxirribosilo o
didesoxirribosilo del par de nucleobase comprende una sustitucion 4'-tio.

En algunas realizaciones, un par de nucleobase comprende una nucleobase que tiene la féormula a15b. En algunas
realizaciones, un par de nucleobase comprende una nucleobase que tiene la féormula a15a. En algunas realizaciones,
un par de nucleobase comprende una nucleobase que tiene la formula 9b. En algunas realizaciones, un par de
nucleobase comprende una nucleobase que tiene la férmula 9b, en la que cada X es carbono, Y es azufre, cada R2 es
hidrogeno y E es azufre. En algunas realizaciones, un par de nucleobase comprende una nucleobase que tiene la
férmula a15b, en la que cada X es carbono, cada R2 es hidrégeno, R1 es un grupo metilo y E es oxigeno. En algunas
realizaciones, un par de nucleobase comprende un primer analogo de nucleobase que tiene la formula f9a y un
segundo analogo de nucleobase que tiene la férmula a16a. En algunas realizaciones, un par de nucleobase comprende
un primer analogo de nucleobase que tiene la formula $9a y un segundo analogo de nucleobase que tiene la férmula
a16b. En algunas realizaciones, un par de nucleobase comprende un primer analogo de nucleobase que tiene la
férmula B9b y un segundo analogo de nucleobase que tiene la formula a16a. En algunas realizaciones, un par de
nucleobase comprende un primer analogo de nucleobase que tiene la formula 9b y un segundo analogo de nucleobase
que tiene la férmula a16b.

En la presente memoria se divulga, en ciertas realizaciones, un par de nucleobase que comprende un primer analogo de
nucleobase que tiene la formula B9b y un segundo analogo de nucleobase que tiene la férmula f9b:

R, R
X=X
Y
Ravy N
I
X<
RSN TE
pob MG
en la que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en la que cada R; es opcional y, cuando esta presente,
es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, haldgeno,
ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga
que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que
se une una carga; en la que cada Y es independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina secundaria; y en la que
cada E es independientemente oxigeno, azufre o selenio. En algunas realizaciones, el par de nucleobase es un par de
homo-nucleobase.

En la presente memoria se divulga, en ciertas realizaciones, un par de nucleobase que comprende un primer analogo de
nucleobase que tiene la formula a16a y un segundo analogo de nucleobase que tiene la formula a16a:

Ra
RQ\X—X\
I
X & .R
Ry .
olba s ,
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en la que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en la que cada Ri es independientemente hidrégeno,
grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en la que cada R; es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrogeno, grupo alquilo,
alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; y en la que cada E; es
independientemente azufre o selenio. En algunas realizaciones, el par de nucleobase es un par de homo-nucleobase.

En la presente memoria se divulga, en ciertas realizaciones, un par de nucleobase que comprende un primer analogo de
nucleobase que tiene la formula a16b y un segundo analogo de nucleobase que tiene la formula a16b:

Ro
Rasy - Xsy R

X

X
D
Ry E;
ol6b S ,

en la que cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en la que cada R; es independientemente hidrégeno,
grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en la que cada R; es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrogeno, grupo alquilo,
alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; y en la que cada E; es
independientemente azufre o selenio. En algunas realizaciones, el par de nucleobase es un par de homo-nucleobase.

En la presente memoria se divulga, en ciertas realizaciones, un par de nucleobase que comprende un primer analogo de
nucleobase que tiene cualquiera de las formulas f9a, B9b, a15a, a15b, a16a o a16b; y una segunda nucleobase
seleccionada del grupo que consiste en citosina, guanina, adenina, timina, uracilo, 2-aminoadenina-9-ilo, 2-
aminoadenina, 2-F-adenina, 2-tiouracilo, 2-tio-timina, 2-tiocitosina, 2-propilo y derivados de alquilo de adenina y
guanina, 2-amino-adenina, 2-amino-propil-adenina, 2-aminopiridina, 2-piridona, 2'-desoxiuridina, 2-amino-2'-
desoxiadenosina 3-deazaguanina, 3-deazaadenina, 4-tio-uracilo, 4-tio-timina, uracil-5-ilo, hipoxantina-9-ilo (l), 5-metil-
citosina, 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 5-bromo, y 5-trifluorometil uracilos y citosinas; 5-halouracilo, 5-
halocitosina, 5-propinil-uracilo, 5-propinil citosina, 5-uracilo, 5-sustituido, 5-halo, pirimidinas 5-sustituidas, 5-
hidroxicitosina, 5-bromocitosina, 5-bromouracilo, 5-clorocitosina, citosina clorada, ciclocitosina, arabinésido de citosina,
5-fluorocitosina, fluoropirimidina, fluorouracilo, 5,6-dihidrocitosina, 5-yodocitosina, hidroxiurea, yodouracilo, 5-
nitrocitosina, 5- bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-fluorouracilo, y 5-yodouracilo, 6-alquil derivados de adenina y guanina, 6-
azapirimidinas, 6-azo-uracilo, 6-azo citosina, azacitosina, 6-azo-timina, 6-tio-guanina, 7-metilguanina, 7-metiladenina, 7-
deazaguanina, 7-deazaguanosina, 7-deaza-adenina, 7-deaza-8-azaguanina, 8-azaguanina, 8-azaadenina, 8-halo, 8-
amino, 8-tiol, 8-tioalquilo y adeninas y guaninas 8-hidroxilo sustituidas; N4-etilcitosina, purinas N-2 sustituidas, purinas
N-6 sustituidas, purinas O-6 sustituidas, aquellas que aumentan la estabilidad de la formacién duplex, acidos nucleicos
universales, acidos nucleicos hidrofobos, acidos nucleicos promiscuos, acidos nucleicos expandidos por tamano,
fluorados acidos nucleicos, pirimidinas ftriciclicas, fenoxazina citidina([5,4-b][1,4] benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazina
citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazina-2(3H)-ona), abrazaderas G, fenoxazina citidina (9-(2-aminoetoxi)-H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol citidina (2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona), piridoindol citidina (H-
pirido[3',2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona), 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina,
xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-
carboximetilaminometiluracilo,dihidroxiuracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-
metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-
adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5'-
metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-5o0xiacético, wyutoxosina,
pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, acido 5-oxaacético-
uracilo metiléster, acido 5-oxiacético-uracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-
diaminopurina y aquellos en los que la base de purina o pirimidina se reemplaza con un heterociclo.

Un par de bases que comprende una o mas nucleobases no naturales se ejemplifica mediante el par de bases no
natural dTPT3PA-dNaM (es decir, el par formado entre dTPT3PA y dNaM; Figura 1A y 1B). Ademas, la reactividad
ortogonal de los diferentes centros reactivos/enlazadores desarrollados (es decir, fosforotioatos, aminas y alquinos)
permite el arreglo selectivo de diferentes fracciones en el mismo oligonucleétido (ADN o ARN). Otra composicion se
ejemplifica adicionalmente con el par de bases no natural dTPT3PA-dMMO2pCO, en el que, en diversas realizaciones,
el grupo alquinilo de dMMO2pCO se usa para unir un grupo funcional mediante cicloadicion de azida-alquino catalizada
con cobre (I) (CuAAC) y, después de la desproteccion de dTPT3PA, la amina libre se usa para unir un grupo funcional
diferente a través del acoplamiento de N-hidroxisuccinimida (NHS).
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Si bien se informan y se derivatizan con enlazadores otros varios pares de bases no naturales, los pares derivatizados
con enlazadores descritos aqui, dTPT3PA-dNaM, d5SICSCO-dNaM, dTPT3PA-dMMO2pCO (Figura 2), se validan mas
y se replican mejor dentro del ADN y se transcriben mejor en ARN. En particular, dTPT3PA-dNaM, se replica bien y, por
lo tanto, es adecuado para uso en la practica de los procedimientos divulgados y reivindicados en la presente memoria.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dTPT3, en los que dTPT3 en algunos
casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dTPT3 o dTPT3 derivatizados
con el enlazador (por ejemplo, dTPT3PA) incluyen, sin limitacion, dTPT3-MMS, dTPT3-DMS, dTPT3-FEMS, dTPT3-
BrMS, dTPT3-IMS, dTPT3-dDMN, dTPT3-d4OMe, dTPT3-dIQ, dTPT3-d2MN, dTPT3-d30Me, dTPT3-dQL, dTPT3-
d2Np, dTPT3-dDM4, dTPT3-dDM, dTPT3-dBEN, dTPT3-d3FB, dTPT3-dMM1, dTPT3-dMMO1, dTPT3-dDM2, dTPT3-
dDM5, dTPT3-d2Py, dTPT3-d5MPy, dTPT3-dEPyY, dTPT3-d3MPy, dTPT3-d34DMPy, dTPT3-d45DMPy, dTPT3-d4MPy,
dTPT3-d35DMPy, dTPT3-dBP, dTPT3-dBTp, dTPT3-dBF, dTPT3-dIN, dTPT3-dTp, dTPT3-dBTz, dTPT3-dMTp, dTPT3-
dAM, dTPT3-dMAN, dTPT3-dDMMAN, dTPT3-dADM, dTPT3-dMMAN, dTPT3-dTOK588, dTPT3-dTOK576, dTPT3-
dTOK587, dTPT3-dTOK586, dTPT3-dTOK580, dTPT3-dPhMO, dTPT3-dPyMO1, dTPT3-PyMO2, dTPT3-dPMOf1,
dTPT3-dPMO2, dTPT3-dPMO3, dTPT3-dFuMO1, dTPT3-dFuMO2, dTPT3-TpMO1, dTPT3-dTpMO2, dTPT3-dFIMO,
dTPT3-dIMO, dTPT3-dMIMO, dTPT3-dMEMO, dTPT3-dFEMO, dTPT3-dPrMO, dTPT3-dMMO2, dTPT3-d20Me, dTPT3-
dDMO, dTPT3-dTMO, dTPT3-dNMO, dTPT3-dNOPy, dTPT3-d5FM, dTPT3-dNAM, dTPT3-dAMO1, dTPT3-dAPy,
dTPT3-dAMO2, dTPT3-dMAPy, dTPT3-dAMO3, dTPT3-dDMAPy, dTPT3-dFDMO, dTPT3-dVMO, dTPT3-dQMO,
dTPT3-dZMO, dTPT3-dCIMO, dTPT3-dTfMO, y dTPT3-CNMO,en los que la base complementaria dTPT3 esta o no
derivatizada con el enlazador (por ejemplo, dMMO2pCO). En la Figura 9 se ilustra dTPT3 como un analogo (6. En la
Figura 2 se ilustra un ejemplo de un dTPT3 derivatizado con el enlazador, en el que, en algunos casos, R es un
enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador
acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarias a dTPT3 incluyen, sin
limitacién, analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11 y 15. En algunas
realizaciones, el dTPT3 o un dTPT3 derivatizado con el enlazador tiene las bases pareadas con dTPT3 o un dTPT3
derivatizado con el enlazador, para formar un par homo-nucleobase. En algunas realizaciones, el dTPT3 o un dTPT3
derivatizado con el enlazador tiene las bases pareadas con una nucleobase B, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12 y 13, o una nucleobase derivatizada de la misma. En algunas realizaciones,
una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector, por ejemplo, dTPT3PA. En algunas realizaciones, una
fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, por ejemplo, dTPT3A, en el que, en algunos casos, se elimind
un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dMMS, en los que dMMS en algunos
casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dMMS o dMMS derivatizado
con el enlazador (por ejemplo, dMMSPA) incluyen, sin limitaciéon, d7Al-dMMS, dM7AI-dMMS, dImPy-dMMS, dP7AlI-
dMMS, dPPP-dMMS, d8Q-dMMS, dICS-dMMS, dPICS-dMMS, dMICS-dMMS, d4MICS-dMMS, d5MICS-dMMS, dNICS-
dMMS, dONICS-dMMS, d70FP-dMMS, d70TP-dMMS, d40TP-dMMS, dPYR-dMMS, d4MP-dMMS, d3MP-dMMS,
dPPYR-dMMS, dMOP-dMMS, d4MOP-dMMS, dSICS-dMMS, dSNICS-dMMS, d5SICS-dMMS, d4SICS-dMMS, dTPT1-
dMMS, dTPT2-dMMS, dFPT1-dMMS, y dFTPT3-dMMS, en los que la base complementaria dMMS se derivatiza o no
del enlazador (por ejemplo pFTPT3pA). En la Figura 11 dMMS se ilustra como un analogo al14a. En algunas
realizaciones, un dMMS derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador
reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al
que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarios a dMMS incluyen, sin limitacion, los
analogos 3 o analogos  derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 9, 12 y 13. En algunas realizaciones,
dMMS o un dMMS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con dMMS o un dMMS derivatizado con el
enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dMMS o un dMMS derivatizado con el
enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase a, que incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada
en las Figuras 8, 10, 11, y 15, o una nucleobase derivatizada de la misma. En algunas realizaciones, una fraccion
enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un
grupo protector, en la que en algunos casos, se eliminé un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dDMS, en los que el dDMS en
algunos casos se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dDMS o dDMS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, dDMSPA) incluyen, sin limitacién, d7Al-dDMS, dM7AI-dDMS, dimPy-dDMS,
dP7AI-dDMS, dPPP-dDMS, d8Q-dDMS, dICS-dDMS, dPICS-dDMS, dMICS-dDMS, d4MICS-dDMS, d5MICS-dDMS,
dNICS-dDMS, dONICS-dDMS, d70OFP-dDMS, d70TP-dDMS, d4OTP-dDMS, dPYR-dDMS, d4MP-dDMS, d3MP-dDMS,
dPPYR-dDMS, dMOP-dDMS, d4MOP-dDMS, dSICS-dDMS, dSNICS-dDMS, d5SICS-dDMS, d4SICS-dDMS, dTPT1-
dDMS, dTPT2-dDMS, dFPT1-dDMS, dFTPT3-dDMS, en los que la base complementaria de dDMS se derivatiza con el
enlazador o no (por ejemplo pFTPT3pA). En la Figura 11 se ilustra dDMS como un analogo a14a. En algunas
realizaciones, un dDMS derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador
reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al
que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarios a dDMS incluyen, sin limitacién, analogos
B o analogos B derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 9, 12 y 13. En algunas realizaciones, dDMS o un
dDMS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con dDMS o un dDMS derivatizado con el enlazador, para
formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dMMS o un dMMS derivatizado con el enlazador tiene
bases pareadas con una nucleobase a, que incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 8,
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10, 11, y 15, o una nucleobase derivatizada de la misma. En algunas realizaciones, una fracciéon enlazadora se protege
con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la
que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dFEMS, en los que dFEMS en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dFEMS o dFEMS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, DFEMSPA) incluyen, sin limitacién, d7AI-dFEMS, dM7AI-dFEMS, dimPy-
dFEMS, dP7AI-dFEMS, dPPP-dFEMS, d8Q-dFEMS, dICS-dFEMS, dPICS-dFEMS, dMICS-dFEMS, d4MICS-dFEMS,
d5MICS-dFEMS, dNICS-dFEMS, dONICS-dFEMS, d70FP-dFEMS, d70TP-dFEMS, d40OTP-dFEMS, dPYR-dFEMS,
d4MP-dFEMS, d3MP-dFEMS, dPPYR-dFEMS, dMOP-dFEMS, d4MOP-dFEMS, dSICS-dFEMS, dSNICS-dFEMS,
d5SICS-dFEMS, d4SICS-dFEMS, dTPT1-dFEMS, dTPT2-dFEMS, dFPT1-dFEMS, dFTPT3-dFEMS, en los que la base
complementaria de dFEMS derivatizado con el enlazador o no (por ejemplo, pFTPT3pA). En la Figura 11 se ilustra
dFEMS como un analogo a14a. En algunas realizaciones, un dFEMS derivatizado con el enlazador comprende un
grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un
reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son
complementarios a dFEMS, incluyen, sin limitacion, analogos B o analogos B derivatizados con el enlazador ilustrados
en las Figuras 9, 12 y 13. En algunas realizaciones, dFEMS o un dFEMS derivatizado con el enlazador tiene bases
pareadas con dFEMS o un dFEMS derivatizado con el enlazador, para formar un par homo-nucleobase. En algunas
realizaciones, dFEMS o un dFEMS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase a, que
incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 8, 10, 11 y 15, o una nucleobase derivatizada
de la misma. En algunas realizaciones, una fraccién enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se eliminé un
grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dBrMS, en los que dBrMS en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dBrMS o dBrMS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, dBrMSPA) incluyen, sin limitacién, d7Al-dBrMS, dM7AI-dBrMS, dimPy-
dBrMS, dP7AI-dBrMS, dPPP-dBrMS, d8Q-dBrMS, dICS-dBrMS, dPICS-dBrMS, dMICS-dBrMS, d4MICS-dBrMsS,
d5MICS-dBrMS, dNICS-dBrMS, dONICS-dBrMS, d70OFP-dBrMS, d7O0TP-dBrMS, d4OTP-dBrMS, dPYR-dBrMS, d4MP-
dBrMS, d3MP-dBrMS, dPPYR-dBrMS, dMOP-dBrMS, d4MOP-dBrMS, dSICS-dBrMS, dSNICS-dBrMS, d5SICS-dBrMS,
d4SICS-dBrMS, dTPT1-dBrMS, dTPT2-dBrMS, dFPT1-dBrMS, dFTPT3-dBrMS, en los que la base complementaria de
dBrMS se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo, pFTPT3pA). En la Figura 11 se ilustra dBrMS como un analogo
al4a. En algunas realizaciones, un dBrMS derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R
es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un
enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarios a dBrMS incluyen,
sin limitacion, analogos B o analogos [3 derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 9, 12 y 13. En algunas
realizaciones, dBrMS o un dBrMS derivatizada con el enlazador tiene bases pareadas con dBrMS o un dBrMS
derivatizada con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dBrMS o un dBrMS
derivatizada con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase a, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 8, 10, 11 y 15, o una nucleobase derivatizada de la misma. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion
enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dIMS, en los que dIMS en algunos
casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dIMS o dIMS derivatizado con
el enlazador (por ejemplo, dIMSPA) incluyen, sin limitacion, d7Al-dIMS, dM7AI-dIMS, dimPy-dIMS, dP7AI-dIMS, dPPP-
dIMS, d8Q-dIMS, dICS-dIMS, dPICS-dIMS, dMICS-dIMS, d4MICS-dIMS, d5MICS-dIMS, dNICS-dIMS, dONICS-dIMS,
d70FP-dIMS, d70TP-dIMS, d40OTP-dIMS, dPYR-dIMS, d4MP-dIMS, d3MP-dIMS, dPPYR-dIMS, dMOP-dIMS, d4MOP-
dIMS, dSICS-dIMS, dSNICS-dIMS, d5SICS-dIMS, d4SICS-dIMS, dTPT1-dIMS, dTPT2-dIMS, dFPT1-dIMS, dFTPT3-
dIMS, en los que base complementaria dIMS se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo, pFTPT3pA). En la Figura
11 se ilustra dIMS como un analogo a14a. En algunas realizaciones, un dIMS derivatizado con el enlazador comprende
un grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un
reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son
complementarios a dIMS incluyen, sin limitacién, analogos B o analogos 3 derivatizados con el enlazador ilustrados en
las Figuras 9, 12 y 13. En algunas realizaciones, dIMS o un dIMS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas
con dIMS o un dIMS derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones,
dIMS o un dIMS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase a, que incluye pero no se
limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 8, 10, 11 y 15, o una nucleobase que de derivatiza de la misma.
En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una
fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se eliminé un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dICS, en los que dICS en algunos
casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dICS o dICS derivatizado con
el enlazador (por ejemplo, dICSPA) incluyen, sin limitacion, dICS-dFIMO, dICS-dMIMO, dICS-dFEMO, dICS-dPrMO,
dICS-dEMO, dICS-dMEMO, dICS-dIMO, dICS-dDMO, dICS-dNMO, dICS-d5FM, dICS-dTMO, dICS-dFDMO, dICS-
dvVMO, dICS-dZMO, dICS-dCIMO, dICS-dTfMO, dICS-dCNMO, dICS-dNAM, dICS-dQMO, en los que la base
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complementaria de dICS se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se
ilustra dICS como un analogo 32. En algunas realizaciones, un dICS derivatizado con el enlazador comprende un grupo
funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo
de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarios
a dICS incluyen, sin limitacion, analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10,
11 y 15. En algunas realizaciones, dICS o un dICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con dICS o un
dICS derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dICS o un dICS
derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase 3, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12 y 13, o una nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion
enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dPICS, en los que dPICS en algunos
casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dPICS o dPICS derivatizado
con el enlazador (por ejemplo, dPICSPA) incluyen, sin limitacién, dPICS-dFIMO, dPICS-dMIMO, dPICS-dFEMO, dPICS-
dPrMO, dPICS-dEMO, dPICS-dMEMO, dPICS-dIMO, dPICS-dMMO2, dPICS-dDMO, dPICS-dNMO, dPICS-d5FM,
dPICS-d20Me, dPICS-dTMO, dPICS-dFDMO, dPICS-dVMO, dPICS-dZMO, dPICS-dCIMO, dPICS-dTfMO, dPICS-
dCNMO, dPICS-dNAM, dPICS-dQMO, en los que la base complementaria dPICS se derivatiza con el enlazador o no
(por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra dPICS como un analogo 2. En algunas realizaciones,
un dPICS derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une
una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarios a dPICS incluyen, sin limitacion, analogos a o
analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11y 15. En algunas realizaciones, dPICS o un
dPICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con dPICS o un dPICS derivatizado con el enlazador, para
formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dPICS o un dPICS derivatizado con el enlazador tiene
bases pareadas con una nucleobase B, que incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 9,
12 y 13, o una nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora se protege
con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la
que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dMICS, en los que dMICS en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dMICS o dMICS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, dMICSPA) incluyen, sin limitacion, dMICS-dFIMO, dMICS-dMIMO, dMICS-
dFEMO, dMICS-dPrMO, dMICS-dEMO, dMICS-dMEMO, dMICS-dIMO, dMICS-dMMO2, dMICS-dDMO, dMICS-dNMO,
dMICS-d5FM, dMICS-d20Me, dMICS-dTMO, dMICS-dFDMO, dMICS-dVMO, dMICS-dZMO, dMICS-dCIMO, dMICS-
dTfMO, dMICS-dCNMO, dMICS-dNAM, dMICS-dQMO, en los que la base complementaria dMICS se derivatiza con el
enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra dMICS como un analogo 32. En algunas
realizaciones, un dMICS derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador
reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al
que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarios a dMICS incluyen, sin limitacion,
analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11 y 15. En algunas
realizaciones, dMICS o un dMICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con dMICS o un dMICS
derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dMICS o un dMICS
derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase 8, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12 y 13, o una nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion
enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden d4MICS, en los que d4MICS en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden d4MICS o d4MICS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, D4MICSPA) incluyen, sin limitacion, d4MICS-dFIMO, d4MICS-dMIMO,
d4MICS-dFEMO, d4MICS-dPrMO, d4MICS-dEMO, d4MICS-dMEMO, d4MICS-dIMO, d4MICS-dMMO2, d4MICS-dDMO,
d4MICS-dNMO, d4MICS-d5FM, d4MICS-d20Me, d4MICS-dTMO, d4MICS-dFDMO, d4MICS-dVMO, d4MICS-dZMO,
d4MICS-dCIMO, d4MICS-dTfMO, d4MICS-dCNMO, d4MICS-dNAM, d4MICS-dQMO, en los que la base
complementaria d4MICS se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se
ilustra d4MICS como un analogo 2. En algunas realizaciones, un d4MICS derivatizado con el enlazador comprende un
grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un
reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son
complementarios a d4MICS incluyen, sin limitacion, analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados
en las Figuras 8, 10, 11y 15. En algunas realizaciones, d4MICS o un d4MICS derivatizado con el enlazador tiene bases
pareadas con d4MICS o un d4MICS derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas
realizaciones, d4MICS o un d4MICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase (3, que
incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una nucleobase derivatizada de
la misma. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se eliminé un
grupo protector.
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En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden d5MICS, en los que d5SMICS en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden d5MICS o d5MICS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, dSMICSPA) incluyen, sin limitacion, d5MICS-dFIMO, d5MICS-dMIMO,
d5MICS-dFEMO, d5MICS-dPrMO, d5MICS-dEMO, d5MICS-dMEMO, d5MICS-dIMO, d5MICS-dMMO2, d5MICS-dDMO,
d5MICS-dNMO, d5MICS-d5FM, d5MICS-d20Me, d5MICS-dTMO, d5MICS-dFDMO, d5MICS-dVMO, d5MICS-dZMO,
d5MICS-dCIMO, d5MICS-dTfMO, d5MICS-dCNMO, d5MICS-dNAM, d5MICS-dQMO, en los que la base
complementaria dSMICS se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se
ilustra d5MICS como un analogo 2. En algunas realizaciones, un dSMICS derivatizado con el enlazador comprende un
grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un
reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son
complementarios a d5MICS incluyen, sin limitacion, analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados
en las Figuras 8, 10, 11 y 15. En algunas realizaciones, d5MICS o un d5MICS derivatizado con el enlazador tiene bases
pareadas con d5MICS o un d5MICS derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas
realizaciones, d5MICS o un d5MICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase (3, que
incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una nucleobase derivatizada de
la misma. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se eliminé un
grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dNICS, en los que dNICS en algunos
casos se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dNICS o dNICS derivatizados
con el enlazador (por ejemplo, dNICSPA) incluyen, sin limitacion, dNICS-dFIMO, dNICS-dMIMO, dNICS-dFEMO,
dNICS-dPrMO, dNICS-dEMO, dNICS-dMEMO, dNICS-dIMO, dNICS-dDMO, dNICS-dNMO, dNICS-d5FM, dNICS-
dTMO, dNICS-dFDMO, dNICS-dVMO, dNICS-dZMO, dNICS-dCIMO, dNICS-MMO2, dNICS-20Me, dNICS-dTfMO,
dNICS-dCNMO, dNICS-dNAM, dNICS-dQMO, en los que la base complementaria dNICS se derivatiza con el enlazador
o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra dNICS como un analogo B3. En algunas
realizaciones, un dNICS derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador
reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al
que se une una carga. Los andlogos de nucleobase que son complementarios a dNICS, incluyen, sin limitacion,
analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11, y 15. En algunas
realizaciones, dNICS o un dNICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con dNICS o un dNICS
derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dNICS o un dNICS
derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase 3, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion
enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dONICS, en los que dONICS en
algunos casos se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dONICS o dONICS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, dONICSPA) incluyen, sin limitacion, dONICS-dFIMO, dONICS-dMIMO,
dONICS-dFEMO, dONICS-dPrMO, dONICS-dEMO, dONICS-dMEMO, dONICS-dIMO, dONICS-dDMO, dONICS-dNMO,
dONICS-d5FM, dONICS-dTMO, dONICS-dFDMO, dONICS-dVMO, dONICS-dZMO, dONICS-dCIMO, dONICS-MMQO2,
dONICS-20Me, dONICS-dTfMO, dONICS-dCNMO, dONICS-dNAM, dONICS-dQMO, en los que la base
complementaria dONICS se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se
ilustra dONICS como un analogo 33. En algunas realizaciones, un dONICS derivatizado con el enlazador comprende un
grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un
reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son
complementarios a dONICS incluyen, sin limitacién, analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados
en las Figuras 8, 10, 11, y 15. En algunas realizaciones, dONICS o un dONICS derivatizado con el enlazador tiene
bases pareadas con dONICS o un dONICS derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En
algunas realizaciones, dONICS o un dONICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase
B, que incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una nucleobase que de
derivatiza de la misma. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En
algunas realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se
eliminé un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dSICS, en los que dSICS en algunos
casos se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dSICS o dSICS derivatizado
con el enlazador (por ejemplo, DSICSPA) incluyen, sin limitacion, dSICS-dFIMO, dSICS-dMIMO, dSICS-dFEMO,
dSICS-dPrMO, dSICS-dEMO, dSICS-dMEMO, dSICS-dIMO, dSICS-dDMO, dSICS-dNMO, dSICS-d5FM, dSICS-dTMO,
dSICS-dFDMO, dSICS-dVMO, dSICS-dZMO, dSICS-dCIMO, dSICS-dTfMO, dSICS-dCNMO, dSICS-dNAM, dSICS-
dQMO, en los que la base complementaria de dSICS se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO,
dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra dSICS como un analogo 5. En algunas realizaciones, un dSICS derivatizado con
el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo
adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los analogos de
nucleobase que son complementarios a dSICS, incluyen, sin limitacién, analogos a o analogos a derivatizados con el
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enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11, y 15. En algunas realizaciones, dSICS o un dSICS derivatizado con el
enlazador tiene bases pareadas con dSICS o un dSICS derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-
nucleobase. En algunas realizaciones, dSICS o un dSICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una
nucleobase B, que incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una
nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas realizaciones, una fraccién enlazadora se protege con un grupo
protector. En algunas realizaciones, una fraccién enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos
casos, se eliminé un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden dSNICS, en los que dSNICS en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden dSNICS o dSNICS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, dSNICSPA) incluyen, sin limitacion, dSNICS-dFIMO, dSNICS-dMIMO,
dSNICS-dFEMO, dSNICS-dPrMO, dSNICS-dEMO, dSNICS-dMEMO, dSNICS-dIMO, dSNICS-dDMO, dSNICS-dNMO,
dSNICS-d5FM, dSNICS-dTMO, dSNICS-dFDMO, dSNICS-dVMO, dSNICS-dZMO, dSNICS-dCIMO, dSNICS-dTfMO,
dSNICS-dCNMO, dSNICS-dNAM, dSNICS-dQMO, en los que la base se derivatiza con el enlazador o no (por ejemplo,
dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra dSNICS como un analogo 5. En algunas realizaciones, un dSNICS
derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador reactivo que comprende un
centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al que se une una carga. Los
analogos de nucleobase que son complementarios a dSNICS, incluyen, sin limitacién, analogos a o analogos a
derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11, y 15. En algunas realizaciones, dSNICS o un dSNICS
derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con dSNICS o un dSNICS derivatizado con el enlazador, para
formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, dSNICS o un dSNICS derivatizado con el enlazador tiene
bases pareadas con una nucleobase B, que incluye pero no se limita a, cualquier nucleobase ilustrada en las Figuras 9,
12, y 13, o una nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora se protege
con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora no se protege con un grupo protector, en la
que en algunos casos, se eliminé un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden d4SICS, en los que d4SICS en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden d4SICS o d4SICS
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, D4SICSPA) incluyen, sin limitacion, d4SICS-dFIMO, d4SICS-dMIMO,
d4SICS-dFEMO, d4SICS-dPrMO, d4SICS-dEMO, d4SICS-dMEMO, d4SICS-dIMO, d4SICS-dDMO, d4SICS-dNMO,
d4SICS-d5FM, d4SICS-dTMO, d4SICS-dFDMO, d4SICS-dVMO, d4SICS-dZMO, d4SICS-dCIMO, d4SICS-dTfMO,
d4SICS-dCNMO, d4SICS-dNAM, d4SICS-dQMO, en los que la base complementaria d4SICS se derivatiza del
enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra d4SICS como un analogo 35. En algunas
realizaciones, un d4SICS derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un enlazador
reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador acoplado al
que se une una carga. Los analogos de nucleobase que son complementarios a d4SICS incluyen, sin limitacion,
analogos a o analogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11, y 15. En algunas
realizaciones, d4SICS o un d4SICS derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con d4SICS o un d4SICS
derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, d4SICS o un d4SICS
derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase 8, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion
enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden d70FP, en los que d70FP en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden d7OFP o d70FP
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, d7OFPPA) incluyen, sin limitacion, d7OFP-dFIMO, d7OFP-dMIMO, d7OFP-
dFEMO, d70FP-dPrMO, d70OFP-dEMO, d70OFP-dMEMO, d70OFP-dIMO, d70OFP-dMMO2, d70FP-dDMO, d70FP-
dNMO, d70OFP-d5FM, d70FP-d20Me, d7OFP-dTMO, d70FP-dFDMO, d70FP-dVMO, d70FP-dZMO, d70OFP-dCIMO,
d70FP-dTfMO, d70FP-dCNMO, d70FP-dNAM, d7OFP-dQMO, en los que la base complementaria d7OFP se derivatiza
con el enlazador o no (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra d7OFP como un analogo 5. En
algunas realizaciones, un d70FP derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un
enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador
acoplado al que se une una carga. Los andlogos de nucleobase que son complementarios a d7OFP incluyen, sin
limitacién, analogos a o anadlogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11, y 15. En algunas
realizaciones, d7OFP o un d70OFP derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con d70OFP o un d70FP
derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, d7OFP o un d70FP
derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase 8, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una nucleobase que de derivatiza de la misma. En algunas
realizaciones, una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion
enlazadora no se protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se elimind un grupo protector.

En la presente memoria se divulgan pares de bases no naturales que comprenden d70TP, en los que d70TP en
algunos casos, se derivatiza con el enlazador. Los pares de bases no naturales que comprenden d70TP o d70TP
derivatizado con el enlazador (por ejemplo, d7OTPPA) incluyen, sin limitacion, d7OTP-dFIMO, d7OTP-dMIMO, d70TP-
dFEMO, d70TP-dPrMO, d70TP-dEMO, d70TP-dMEMO, d70TP-dIMO, d70TP-dMMO2, d70TP-dDMO, d70TP-
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dNMO, d70TP-d5FM, d70TP-d20Me, d70TP-dTMO, d70TP-dFDMO, d70TP-dVMO, d70TP-dZMO, d70OTP-dCIMO,
d70TP-dTfMO, d70TP-dCNMO, d70TP-dNAM, d70OTP-dQMO, en los que la base complementaria d7OTP se derivatiza
con el enlazador (por ejemplo, dDMOpCO, dDMOpCC). En la Figura 9 se ilustra d7OTP como un analogo 5. En
algunas realizaciones, un d70TP derivatizado con el enlazador comprende un grupo funcional R, en el que R es un
enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga o R es un enlazador
acoplado al que se une una carga. Los andlogos de nucleobase que son complementarios a d7OTP incluyen, sin
limitacién, andlogos a o andlogos a derivatizados con el enlazador ilustrados en las Figuras 8, 10, 11, y 15. En algunas
realizaciones, d7OTP o un d7OTP derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con d70TP o un d70TP
derivatizado con el enlazador, para formar un par de homo-nucleobase. En algunas realizaciones, d7OTP o un d70TP
derivatizado con el enlazador tiene bases pareadas con una nucleobase 3, que incluye pero no se limita a, cualquier
nucleobase ilustrada en las Figuras 9, 12, y 13, o una nucleobase derivatizada de la misma. En algunas realizaciones,
una fraccion enlazadora se protege con un grupo protector. En algunas realizaciones, una fraccion enlazadora no se
protege con un grupo protector, en la que en algunos casos, se eliminé un grupo protector.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase TPT3 y una segunda nucleobase MMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase TPT3 y una segunda nucleobase DMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase TPT3 y una segunda nucleobase FEMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase TPT3 y una segunda nucleobase BrMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase TPT3 y una segunda nucleobase IMS.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase FTPT3 y una segunda nucleobase MMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase FTPT3 y una segunda nucleobase DMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase FTPT3 y una segunda nucleobase FEMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase FTPT3 y una segunda nucleobase BrMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase FTPT3 y una segunda nucleobase IMS.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase 5SICS y una segunda nucleobase MMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase 5SICS y una segunda nucleobase DMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase 5SICS y una segunda nucleobase FEMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase 5SICS y una segunda nucleobase BrMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase 5SICS y una segunda nucleobase IMS.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase SICS y una segunda nucleobase MMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase SICS y una segunda nucleobase DMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase SICS y una segunda nucleobase FEMS. Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas
realizaciones, un par de nucleobase que comprende una primera nucleobase SICS y una segunda nucleobase BrMS.
Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un par de nucleobase que comprende una
primera nucleobase SICS y una segunda nucleobase IMS.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un oligonucleétido bicatenario duplex en el que
una primera cadena oligonucleotidica incluye una nucleobase no natural (por ejemplo, un analogo de nucleobase)
divulgada en la presente memoria, y una segunda cadena oligonucleotidica complementaria que comprende una
nucleobase complementaria de emparejamiento de bases en un sitio complementario de emparejamiento de bases de la
misma. Por ejemplo, para dTPT3, una segunda cadena oligonucleotidica complementaria comprende dNaM, dDMO o
dMMO2, o un analogo de la misma derivatizado con el enlazador, en un sitio complementario de emparejamiento de
bases. De esta manera, la interaccion de emparejamiento entre la primera cadena oligonucleotidica y la segunda
cadena oligonucleotidica incluye una interaccion especifica de emparejamiento de nucleobase entre una fraccion de
nucleobase no natural divulgada en la presente memoria y una nucleobase complementaria, que puede ser una
nucleobase natural o no natural.

En la presente memoria se divulga, en algunas realizaciones, un oligonucleétido bicatenario duplex en el que una
primera cadena oligonucleotidica comprende un compuesto que tiene la férmula 38a o 8b, y una segunda cadena
oligonucleotidica complementaria comprende una nucleobase complementaria de emparejamiento de bases en un sitio
complementario de emparejamiento de bases de la misma. En algunas realizaciones, la nucleobase complementaria de
emparejamiento de bases es un compuesto que tiene la férmula a14a, a14b, al4c, a14d, ald4e o a14f. En algunas
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realizaciones, la nucleobase complementaria de emparejamiento de bases incluye, sin limitacion, citosina, guanina,
adenina, timina, uracilo, 2-aminoadenina-9-ilo, 2-aminoadenina, 2-F-adenina, 2-tiouracilo, 2-tio-timina, 2-tiocitosina, 2-
propilo y derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-amino-adenina, 2-amino-propil-adenina, 2-aminopiridina, 2-
piridona, 2'-desoxiuridina, 2-amino-2'-desoxiadenosina 3-deazaguanina, 3-deazaadenina, 4-tio-uracilo, 4-tio-timina,
uracil-5-ilo, hipoxantina-9-ilo (1), 5-metil-citosina, 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 5-bromo y 5-trifluorometil
uracilos y citosinas; 5-halouracilo, 5-halocitosina, 5-propinil-uracilo, 5-propinil citosina, 5-uracilo, 5-sustituido, 5-halo,
pirimidinas  5-sustituidas, 5-hidroxicitosina, 5-bromocitosina, 5-bromouracilo, 5- clorocitosina, citosina clorada,
ciclocitosina, arabindsido de citosina, 5-fluorocitosina, fluoropirimidina, fluorouracilo, 5,6-dihidrocitosina, 5-yodocitosina,
hidroxiurea, yodouracilo, 5-nitrocitosina, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-flurouracilo y 5-yodouracilo, 6-alquil derivados
de adenina y guanina, 6-azapirimidinas, 6-azo-uracilo, 6-azo citosina, azacitosina, 6-azo-timina, 6-tio-guanina, 7-
metilguanina, 7-metiladenina, 7-deazaguanina, 7-deazaguanosina, 7-deaza-adenina, 7-deaza-8-azaguanina, 8-
azaguanina, 8-azaadenina, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo y 8-hidroxilo sustituido adeninas y guaninas; N4-
etilcitosina, purinas N-2 sustituidas, purinas N-6 sustituidas, purinas O-6 sustituidas, aquellas que aumentan la
estabilidad de la formacion duplex, acidos nucleicos universales, acidos nucleicos hidréfobos, acidos nucleicos
promiscuos, acidos nucleicos expandidos por tamafio, acidos nucleicos fluorados, pirimidinas ftriciclicas, fenoxazina
citidina  ([5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazina citidina  (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazina-2(3H)-ona),
abrazaderas G, fenoxazina citidina (9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol citidina (2H-
pirimido[4,5-b]indol-2-ona), piridoindol citidina (H-pirido [3',2":4,5]pirrolo [2,3-d]pirimidin-2-ona), 5-fluorouracilo, 5-
bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina,
N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueosina, 5-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-
5oxiacético, wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-
metiluracilo, acido uracil-5-oxiacético metiléster, acido uracil-5-oxiacético, 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-
carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina y aquellos en los que la base de purina o pirimidina se reemplaza
con un heterociclo.

En la presente memoria se divulga, en algunas realizaciones, un oligonucleétido bicatenario duplex en el que una
primera cadena oligonucleotidica comprende un compuesto que tiene la formula a14a, a14b, al4c, a14d, ald4e o a14f, y
una segunda cadena oligonucleotidica complementaria comprende una nucleobase complementaria de emparejamiento
de bases en un sitio complementario de emparejamiento de bases de la misma. En algunas realizaciones, la nucleobase
complementaria de emparejamiento de bases es un compuesto que tiene la formula f8a o B8b. En algunas
realizaciones, la nucleobase complementaria de emparejamiento de bases incluye, sin limitacion, citosina, guanina,
adenina, timina, uracilo, 2-aminoadenina-9-ilo, 2-aminoadenina, 2-F-adenina, 2-tiouracilo, 2-tio-timina, 2-tiocitosina, 2-
propilo y derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-amino-adenina, 2-amino-propil-adenina, 2-aminopiridina, 2-
piridona, 2'-desoxiuridina, 2-amino-2'-desoxiadenosina 3-deazaguanina, 3-deazaadenina, 4-tio-uracilo, 4-tio-timina,
uracil-5-ilo, hipoxantina-9-ilo (I), 5-metil-citosina, 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 5-bromo, y 5-trifluorometil
uracilos y citosinas; 5-halouracilo, 5-halocitosina, 5-propinil-uracilo, 5-propinil citosina, 5-uracilo, 5-sustituido, 5-halo,
pirimidinas  5-sustituidas, 5-hidroxicitosina, 5-bromocitosina, 5-bromouracilo, 5- clorocitosina, citosina clorada,
ciclocitosina, arabindsido de citosina, 5-fluorocitosina, fluoropirimidina, fluorouracilo, 5,6-dihidrocitosina, 5-yodocitosina,
hidroxiurea, yodouracilo, 5-nitrocitosina, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-fluorouracilo, y 5-yodouracilo, 6-alquil
derivados de adenina y guanina, 6-azapirimidinas, 6-azo-uracilo, 6-azo citosina, azacitosina, 6-azo-timina, 6-tio-guanina,
7-metilguanina, 7-metiladenina, 7-deazaguanina, 7-deazaguanosina, 7-deaza-adenina, 7-deaza-8-azaguanina, 8-
azaguanina, 8-azaadenina, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo y 8-hidroxilo sustituido adeninas y guaninas; N4-
etilcitosina, purinas N-2 sustituidas, purinas N-6 sustituidas, purinas O-6 sustituidas, aquellas que aumentan la
estabilidad de la formacion duplex, acidos nucleicos universales, acidos nucleicos hidréfobos, acidos nucleicos
promiscuos, acidos nucleicos expandidos por tamafio, acidos nucleicos fluorados, pirimidinas ftriciclicas, fenoxazina
citidina([5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazina citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazina-2(3H)-ona),
abrazaderas G, fenoxazina citidina (9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol citidina (2H-
pirimido[4,5-b]indol-2-ona), piridoindol citidina (H-pirido [3',2":4,5]pirrolo [2,3-d]pirimidin-2-ona), 5-fluorouracilo, 5-
bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina,
N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueosina, 5-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-
5oxiacético, wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-
metiluracilo, acido uracil-5-oxiacético metiléster, acido uracil-5-oxiacético, 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-
carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina y aquellos en los que la base de purina o pirimidina se reemplaza
con un heterociclo.

En algunas realizaciones, al menos un R2 de una nucleobase en un oligonucleétido bicatenario duplex es un enlazador

acoplado que se une con una carga. En algunas realizaciones, la carga es un grupo indicador, proteina o compuesto
que comprende funcionalidad catalitica.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773 547 T3

En algunas realizaciones, una primera cadena oligonucleotidica que comprende un analogo de nucleobase divulgado en
la presente memoria se prepara por sintesis con una nucleobase que comprende un enlazador reactivo, seguido de
acoplamiento del reactivo de carga con la primera cadena oligonucleotidica, o en el que la primera cadena
oligonucleotidica se prepara por sintesis con una nucleobase que comprende un enlazador acoplado que se une a una
carga.

En algunas realizaciones, un oligonucleétido bicatenario duplex tiene una primera cadena que comprende dTPT3 o un
derivado del mismo, y una segunda cadena que comprende dNaM, dDMO, o dMMO2 o un derivado del mismo en un
sitio complementario de emparejamiento de bases del mismo.

Ademas en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un procedimiento para llevar a cabo una
funcionalizacion especifica del sitio de un duplex oligonucleotidico bicatenario, que comprende: incorporar una
nucleobase no natural que comprende un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo, la nucleobase que tiene
cualquiera de las siguientes férmulas a14a, al14b, al4c, al14d, alde, al4f, B8a, B8b, f9a, B9b, a15a, a15b, a16a o
a16b, en una primera cadena de oligonucledtidos; después, sintetizando una segunda cadena complementaria a la
primera cadena, la segunda cadena comprende una nucleobase complementaria a la nucleobase no natural en una
posicion complementaria especifica del sitio, en condiciones tales que la primera cadena y la segunda cadena forman
un duplex oligonucleotidico de doble cadena; después, contactando el duplex oligonucleotidico bicatenario que
incorpora la nucleobase no natural que comprende la fraccién enlazadora reactivo con un reactivo de carga que
comprende un cargamento y un grupo de reactividad complementaria, en condiciones adecuadas para que se produzca
la reaccion del enlazador reactivo y el grupo de reactividad complementaria para producir un enlazador acoplado; para
proporcionar el duplex de oligonucledtidos bicatenario funcionalizado con la carga unida al mismo a través de un
enlazador acoplado.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un procedimiento para llevar a cabo una
funcionalizacion especifica del sitio de un oligonucledtido bicatenario duplex, que comprende: incorporar una
nucleobase no natural que comprende un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo, la nucleobase se
selecciono del grupo que consiste en d5SICSCO, d5SICSCC, dDMOCO, dDMOCC, dMMO2pCO, dMMO2pCC, dTPT3,
dTPT3A, dTPT3PA, dTPT3CO, y dTPT3CC, en una primera cadena oligonucleotidica; después, mediante la sintesis de
una segunda cadena complementaria a la primera cadena, la segunda cadena comprende una nucleobase
complementaria a la nucleobase no natural en una posicién complementaria especifica del sitio, en condiciones tales
que la primera cadena y la segunda cadena forman un oligonucledtido bicatenario duplex; después, tras contactar el
oligonucledtido bicatenario duplex que incorpora la nucleobase no natural que comprende la fraccién enlazadora
reactiva con un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria, en condiciones
adecuadas para la reaccion del enlazador reactivo y el grupo de reactividad complementaria para producir un enlazador
acoplado; para proporcionar el oligonucleétido bicatenario duplex funcionalizado con la carga unida al mismo a través de
un enlazador acoplado.

En una realizacion, el enlazador se une con una carga después de que se incorpora el trifosfato 5'correspondiente en un
oligonucledtido de ADN o ARN mediante el uso de una polimerasa de ADN o ARN (después de la desproteccion, si es
necesario). En otra realizacion, se sintetiza un segundo oligonucleétido que es complementario a la primera cadena, la
segunda cadena contiene un nucleétido no natural en una posicién complementaria al nucleétido no natural de la
primera cadena; después, la reaccion del oligonucleétido bicatenario resultante con un reactivo portador de carga que
reacciona selectivamente con el centro reactivo del enlazador reactivo proporciona un oligonucledtido bicatenario
funcionalizado (por ejemplo, ADN/ADN, ADN/ARN o ARN/ARN) que porta una carga.

Ademas, en la presente memoria se divulgan, en diversas realizaciones, estructuras que comprenden la férmula: N1 -
Zx - N2, en la que N1 es un nucledtido o analogo del mismo, o un grupo fosfato terminal; en la que N2 es un nucleétido
o analogo de este, o un grupo hidroxilo terminal; en la que Z es un compuesto que tiene cualquiera de las formulas
alda, a14b, al4c, a14d, al4e, al14f, B8a, B8b, B9a, B9b, a15a, a15b, a16a o a16b; y en las que x es un numero entero
de 1 a 20. En algunas realizaciones, la estructura es un oligonucleétido. En algunas realizaciones, el oligonucleétido es
un acido ribonucleico o un acido desoxirribonucleico. En algunas realizaciones, el oligonucledtido es un aptamero o un
sensor basado en acido nucleico. En algunas realizaciones, el oligonucledtido es una baliza molecular. En algunas
realizaciones, el oligonucledtido es un analogo de ARN o analogo de ADN.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, un procedimiento para identificar un aptamero
de acido nucleico que comprende al menos un compuesto divulgado en la presente memoria (por ejemplo, a14a, a14b,
aldc, a14d, alde, a14f, B8a, B8b, f9a, B9b, a15a, a15b, a16a, a16b), que tiene una propiedad conveniente mejorada
con respecto a una molécula objetivo, el procedimiento comprende: a) preparar una mezcla candidata de aptameros de
acido nucleico monocatenario, en la que cada aptamero de acido nucleico de la mezcla candidata de aptameros
comprende al menos un compuesto divulgado en la presente memoria (por ejemplo, al14a, a14b, al4c, a14d, alde,
a14f, B8a, B8b, B9a, B9Ab, B15a, a15b, a16a, a16b); después, b) poner en contacto la mezcla candidata con la molécula
objetivo en condiciones adecuadas para que se produzca la unién a la molécula objetivo; entonces, c) dividir uno o mas
aptameros de acido nucleico que tienen la propiedad conveniente con respecto a la molécula objetivo entre los
aptameros de la mezcla candidata; y después, d) amplificar uno o mas aptameros de acido nucleico con la propiedad
conveniente, in vitro, para producir uno o mas aptameros de acido nucleico, que tienen una propiedad conveniente
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mejorada con respecto a la molécula objetivo. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas el paso €)
repetir los pasos c) y d). En algunas realizaciones, los aptameros de acidos nucleicos monocatenarios se seleccionan
del grupo que consiste en ADN monocatenario y ARN monocatenario. En algunas realizaciones, la propiedad
conveniente es una afinidad de union para un objetivo. En algunas realizaciones, la propiedad conveniente es una
actividad inducida por union al objetivo. En algunas realizaciones, la propiedad conveniente es una actividad catalitica.
En algunas realizaciones, la propiedad conveniente es una actividad de inhibicién, una actividad de activaciéon o una
modificacion de una actividad de inhibicién o una actividad de activacion. En algunas realizaciones, la propiedad
conveniente es una actividad de cambio de estructura o una modificacién de una actividad de cambio de estructura. En
algunas realizaciones, la propiedad conveniente es una actividad cooperativa. En algunas realizaciones, la actividad
conveniente es una eficacia mejorada de actualizacion celular.

Ademas en la presente memoria se divulga, en ciertas realizaciones, un aptamero que comprende un compuesto que
tiene cualquiera de las siguientes formulas: a14a, a14b, al4c, a14d, al4e, a14f, 8a, 8b, f9a, B9b, a15a, a15b, a16a,
a16b.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra el emparejamiento de dTPT3-dNaM, d5SICS-dNaM, d5SICS-dMMO2, d5SICS-dDMO en ADN o
ARN.

La Figura 2 ilustra los nucleétidos derivatizados con el enlazador dTPT3R, d5SICSR, dMMO2R, dMMO2pR,
dDMOR, dNaMpR, dNaMpR, dFEMO y dEMO, donde R = 3-aminopropin-1-ilo (denotado como A, por ejemplo,
dTPT3A); R = dicloroacetil-3-aminopropin-1-ilo (denotado como PA); R = 4-oxahepta-1,6-diin-1-ilo (denotado como
CO); R = hepta-1,6-diin-1-ilo (denotado como CC).

La Figura 3 muestra una vista general de la estrategia de marcaje especifica del sitio de post-sintesis basado en
fosforotioato.

La Figura 4 muestra una vista general de la estrategia de marcaje especifica del sitio de post-sintesis basado en
amino. Los nucleétidos modificados con el enlazador también pueden incorporarse directamente en la plantilla de
ADN mediante el uso de la sintesis estandar en fase soélida de oligonucledtidos y las fosfoamiditas correspondientes.
La Figura 5 muestra una vista general de la estrategia de marcaje especifica del sitio de post-sintesis basado en
quimica de clics. Los nucleétidos modificados con el enlazador también pueden incorporarse directamente en la
plantilla de ADN mediante el uso de la sintesis estandar en fase sdélida de oligonucleédtidos y las fosfoamiditas
correspondientes.

La Figura 6 muestra datos representativos que ilustran el marcaje post-amplificacion del ADN analizada mediante el
cambio de gel de estreptavidina (SA). La banda de migracion mas rapida corresponde al dsADN, mientras que la
banda de migracién mas lenta corresponde al complejo 1: 1 entre dsADN y estreptavidina. (A) La eficiencia de
marcaje es del 72 % con d5SICSPA-dNaM y del 80 % con dTPT3PA-dNaM. (B) La eficiencia de marcaje es del 6 %,
84 % y 56 % con d5SICSPA-dNaM en la primera posicién (cebador 1: par de bases no natural en la posicion 1),
novena (cebador 2: par de bases no natural en la posiciéon once) y undécima (cebador 3: par de bases no natural en
la posicion nueve). Las eficiencias de marcaje correspondientes con dTPT3PA-dNaM son 72 %, 94 % y 81 %.

La Figura 7 muestra datos de electroforesis en gel que confirman la transcripcion de longitud completa de ARN que
contiene analogos derivatizados con el enlazador de 5SICS o MMO2.

La Figura 8 ilustra 12 agrupaciones de analogos de nucleobase a, a1 - a12.

La Figura 9 ilustra 6 agrupaciones de andlogos de nucleobase (3, 31 - 6.

La Figura 10 ilustra 2 agrupaciones de analogos de nucleobase a, a13 y al4; en las que cada X es
independientemente carbono o nitrdgeno; en las que cada R1 es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, un
enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende
una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al cual se une una
carga; en las que cada R2 es opcional y cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, grupo azida, un enlazador reactivo que comprende un
centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria al centro reactivo, enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada R es opcional y
cuando esta presente, es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol,
metanoseleno, haldégeno, ciano, grupo azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado
para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro
reactivo, enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada Y es independientemente azufre, oxigeno,
selenio o amina secundaria; en las que cada E es independientemente azufre, selenio u oxigeno.

La Figura 11 ilustra ejemplos de analogos de nucleobase a14a, que incluye analogos de nucleobase derivatizados
con el enlazador, MMSpCO y MMSPA.

La Figura 12 ilustra 2 agrupaciones de analogos de nucleobase B, B7 y B8; en las que cada X es
independientemente carbono o nitrogeno; en las que cada R2 es opcional y cuando esta presente es
independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno,
ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga
que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al
que se une una carga; en las que cada Y es independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina secundaria; en
las que cada E es independientemente azufre, selenio u oxigeno; y en las que R es opcional y cuando esta
presente, es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno,
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halégeno, ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo
de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, enlazador acoplado
al que se une una carga.

La Figura 13 ilustra ejemplos de analogos de nucleobase derivatizados con el enlazador 38.

La Figura 14 muestra porcentajes de pares de bases no naturales retenidos en el ADN después de la amplificacion
durante 6 rondas de cribado.

La Figura 15 ilustra andlogos de nucleobase a, a15a, a15b, a16a, y a16b; en los que cada X es
independientemente carbono o nitrdgeno; en los que cada R1 es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, un
enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende
una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al cual se une una
carga; en los que cada R2 es opcional y cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, grupo alquilo,
alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; en los que cada Y
es independientemente azufre, oxigeno, selenio, o amina secundaria; en los que cada E es independientemente
oxigeno, azufre o selenio; y en los que cada E2 es independientemente azufre o selenio.

La Figura 16 ilustra analogos de nucleobase B, 9a y 9b; y en los que cada X es independientemente carbono o
nitrégeno; en los que cada R1 es independientemente hidrogeno, grupo alquilo, un enlazador reactivo que
comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de
reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al cual se une una carga; en los que cada
R2 es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrogeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo,
metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, nitro, un enlazador reactivo que comprende un centro
reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; en los que cada Y es
independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina secundaria; en los que cada E es independientemente
oxigeno, azufre o selenio.

Descripcion detallada

Las expresiones tales como "en condiciones adecuadas para proporcionar" o "en condiciones suficientes para producir”
o similares, en el contexto de procedimientos de sintesis, como se usa en la presente memoria se refiere a condiciones
de reaccion, tales como tiempo, temperatura, disolvente, concentraciones de reactivo y similares, que estan dentro de la
habilidad ordinaria para que un experimentador varie, que proporcionan una cantidad Util o producen un producto de
reaccion. No es necesario que el producto de reaccién conveniente sea el Unico producto de reacciéon o que los
materiales de partida se consuman por completo, siempre que el producto de reacciéon conveniente pueda aislarse o
usarse de otro modo.

Por "quimicamente factible" se entiende una disposicion de unidon o un compuesto donde no se violan las reglas
generalmente entendidas de estructura organica; por ejemplo, una estructura dentro de una definicion de una
reivindicacion que contendria en ciertas situaciones un atomo de carbono pentavalente que no existiria en la naturaleza
se entenderia que no esta dentro de la reivindicacion. Las estructuras divulgadas en la presente memoria, en todas sus
realizaciones, incluyen solo estructuras "quimicamente viables", y cualquier estructura mencionada que no sea
quimicamente factible, por ejemplo, en una estructura mostrada con atomos o grupos variables, no se divulga o
reivindica en la presente memoria.

Un "analogo" de una estructura quimica, como se usa el término en la presente memoria, se refiere a una estructura
quimica que conserva una similitud sustancial con la estructura parental, aunque puede no derivarse facilmente
sintéticamente de la estructura parental. En algunas realizaciones, un analogo de nucleétido es un nucleétido no natural.
En algunas realizaciones, un analogo de nucledsido es un nucledsido no natural. Una estructura quimica relacionada
que se obtiene facilmente por sintesis a partir de una estructura quimica original se conoce como un "derivado.”

Por consiguiente, un "analogo de ADN" o un "analogo de ARN", como se usan en la presente memoria, se refieren a
polimeros similares a ADN o ARN tales como acidos nucleicos peptidicos (PNA), acidos nucleicos bloqueados (LNA),
fosforotioatos y similares, que se conocen bien en la técnica. Los analogos de ADN y ARN, asi como el ADN y el ARN,
se pueden sintetizar en sintetizadores automaticos, por ejemplo, mediante el uso de quimica de fosfoamidita u otros
enfoques quimicos adaptados para el uso del sintetizador.

El ADN incluye, pero no se limita a, ADNc y ADN gendmico. El ADN puede estar unido, por medios covalentes o no
covalentes, a otra biomolécula, que incluye, pero no se limitan a, ARN y péptido. EI ARN incluye ARN codificante, por
ejemplo, ARN mensajero (ARNm). En algunas realizaciones, el ARN es ARNr, ARNi, ARNsno, ARNmicro, ARNSsi,
ARNsn, ARNex, ARNip, ARNc largo, o cualquier combinacion o hibrido de los mismos. En algunos casos, el ARN es un
componente de una ribozima. EI ADN y el ARN pueden estar en cualquier forma, que incluye, pero no se limita a, lineal,
circular, superenrollado, monocatenario y bicatenario.

La expresion "grupo protector de amino" o "protegido con amino" como se usa en la presente memoria se refiere a
aquellos grupos destinados a proteger un grupo amino contra reacciones indeseables durante los procedimientos
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sintéticos y que después se pueden eliminar para revelar la amina. Los grupos protectores de amino usados
comunmente se divulgan en Protective Groups in Organic Synthesis, Greene, T.W.; Wuts, P.G.M., John Wiley & Sons,
Nueva York, NY, (3a edicién, 1999). Los grupos protectores amino incluyen grupos acilo tales como formilo, acetilo,
propionilo, pivaloilo, t-butilacetilo, 2-cloroacetilo, 2-bromoacetilo, trifluoroacetilo, tricloroacetilo, o-nitrofenoxiacetilo, a-
clorobutirilo, benzoilo, 4-clorobenzoilo, 4-bromobenzoilo 4-nitrobenzoilo, y similares; grupos sulfonilo tales como
bencenosulfonilo, p-toluenosulfonilo y similares; grupos alcoxilo o ariloxicarbonilo (que forman uretanos con la amina
protegida) tales como benciloxicarbonilo (Cbz), p-clorobenciloxicarbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo, p-
nitrobenciloxicarbonilo, 2-nitrobenciloxicarbonilo, p-bromobenciloxicarbonilo, 3,4-dimetoxibenciloxicarbonilo, 3,5-

dimetoxibenciloxicarbonilo, 2,4-dimetoxibenciloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, 2-nitro-4,5-
dimetoxibenciloxicarbonilo, 3,4,5-trimetoxibenciloxicarbonilo, 1-(p-bifenilil)-1-metiletoxicarbonilo, a,a-dimetil-3,5-
dimetoxibenciloxicarbonilo, bencidriloxicarbonilo, t-butiloxicarbonilo (Boc), diisopropilmetoxicarbonilo,

isopropiloxicarbonilo, entoxicarbonilo, mentoxicarbonilo, aliloxicarbonilo (Alloc), 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo, 2-
trimetilsililetoxicarbonilo  (Teoc), fenoxicarbonilo,  4-nitrofenoxicarbonilo,  fluorenil-9-metoxicarbonilo  (Fmoc),
ciclopentiloxicarbonilo, adamantiloxicarbonilo, ciclohexiloxicarbonilo, feniltiocarbonilo y similares; grupos aralquilo tales
como bencilo, trifenilmetilo, benciloximetilo y similares; y grupos sililo tales como trimetilsililo y similares. Los grupos
protectores de amina también incluyen grupos protectores de aminociclicos tales como ftaloilo y ditiosuccinimidilo, que
incorporan el nitrégeno amino en un heterociclo. Tipicamente, los grupos protectores de amino incluyen formilo, acetilo,
benzoilo, pivaloilo, t-butilacetilo, fenilsulfonilo, Alloc, Teoc, bencilo, Fmoc, Boc y Cbz. Los grupos protectores también
incluyen carbamato de metilo, carbamato de 9-fluorenilmetilo, carbamato de 2,2,2-tricloroetilo, carbamato de t-buitilo,
carbamato de 2-(trimetilsilil)etilo, carbamato de alilo, carbamato de bencilo, carbamato de m-nitrofenilo,
trifluoroacetamida, bencilamina, alilamina, y tritlamina. Los grupos protectores también incluyen formamidas,
acetamidas, ftrifluoroacetamidas, p-toluenosulfonilo, trifluorometanosulfonilo, trimetilsililetanosulfonamida y terc-
butilfulfonilo. El experto en la técnica ordinario selecciona y usa el grupo protector de amino apropiado para la tarea
sintética en cuestion.

Los analogos de ADN y ARN incluyen analogos de PNA (acido nucleico peptidico) y LNA (acido nucleico bloqueado).

Un acido nucleico peptidico (PNA) es un analogo sintético de ADN/ARN en el que una cadena principal similar a un
péptido reemplaza al esqueleto de azucar-fosfato de ADN o ARN. Los oligdmeros de PNA muestran una fuerza de unién
mayor y una especificidad mayor en la unién a los ADN complementarios, con un desajuste de base de PNA/ADN que
es mas desestabilizador que un desajuste similar en un duplex de ADN/ADN. Esta fuerza y especificidad de unién
también se aplica a los duplex de PNA/ARN. Los PNA no se reconocen facilmente ni por las nucleasas ni por las
proteasas, lo que los hace resistentes a la degradacién enzimatica. Los PNA también son estables en un rango de pH
amplio. Véase también Nielsen PE, Eghoim M, Berg RH, Buchardt O (diciembre de 1991). "Sequence-selective
recognition of DNA by strand displacement with a thymine-substituted polyamide", Science 254 (5037): 1497-500. doi:
10.1126/science.1962210. PMID 1962210; y, Egholm M, Buchardt O, Christensen L, Behrens C, Freier SM, Driver DA,
Berg RH, Kim SK, Nordén B y Nielsen PE (1993), "PNA Hybridizes to Complementary Oligonucleotides Obeying the
Watson-Crick Hydrogen Bonding Rules". Nature 365 (6446): 566-8. doi: 10.1038/365566a0. PMID 7692304

Un acido nucleico bloqueado (LNA) es un nucleétido de ARN modificado, en el que la fraccion ribosa de un nucleétido
de LNA se modifica con un puente adicional que conecta el oxigeno 2'y el carbono 4'. El puente "bloquea" la ribosa en el
3'-endo conformacion (norte), que a menudo se encuentra en los duplex en forma de A. Los nucleétidos de LNA pueden
mezclarse con residuos de ADN o ARN en el oligonucleétido cuando se desee. Tales oligobmeros pueden sintetizarse
quimicamente y estan disponibles comercialmente. La conformacién de ribosa bloqueada mejora el apilamiento de
bases y la organizacioén previa de la cadena principal. Véase, por ejemplo, Kaur, H; Arora, A; Wengel, J; Maiti, S (2006),
"Thermodynamic, Counterion, and Hydration Effects for the Incorporation of Locked Nucleic Acid Nucleotides into DNA
Duplexes", Biochemistry 45 (23): 7347-55. doi:10.1021/bi060307w. PMID 16752924; Owczarzy R.; You Y., Groth C.L.,
Tataurov A.V. (2011), "Stability and mismatch discrimination of locked nucleic acid-DNA duplexes.", Biochem. 50 (43):
9352-9367. doi:10.1021/bi200904e. PMC 3201676. PMID 21928795; Alexei A. Koshkin; Sanjay K. Singh, Poul Nielsen,
Vivek K. Rajwanshi, Ravindra Kumar, Michael Meldgaard, Carl Erik Olsen, Jesper Wengel (1998), LNA (Locked Nucleic
Acids): Synthesis of the adenine, cytosine, guanine, 5-methylcytosine, thymine and uracil bicyclonucleoside monomers,
oligomerisation, and unprecedented nucleic acid recognition”, Tetrahedron 54 (14): 3607-30. doi:10.1016/S0040-
4020(98)00094-5; y, Satoshi Obika; Daishu Nanbu, Yoshiyuki Hari, Ken-ichiro Morio, Yasuko In, Toshimasa Ishida,
Takeshi Imanishi (1997), "Synthesis of 2'-0,4'-C-methyleneuridine and -cytidine. Novel bicyclic nucleosides having a
fixed C3'-endo sugar puckering", Tetrahedron Lett. 38 (50): 8735-8. doi:10.1016/S0040-4039(97)10322-7.

Una sonda de baliza molecular o baliza molecular es una sonda de hibridacion de oligonucleétidos que puede detectar
la presencia de una secuencia especifica de acido nucleico en una solucidn homogénea. Las balizas moleculares son
moléculas en forma de horquilla con un fluoréforo inactivado internamente cuya fluorescencia se restaura cuando se
unen a una secuencia de acido nucleico objetivo. Véase, por ejemplo, Tyagi S, Kramer FR (1996), "Molecular beacons:
probes that fluoresce upon hybridization", Nat Biotechnol. 14 (3): 303-8. PMID 9630890; Tapp |, Malmberg L, Rennel E,
Wik M, Syvanen AC (2000 Apr), "Homogeneous scoring of single-nucleotide polymorphisms: comparison of the 5'-
nuclease TagMan assay and Molecular Beacon probes”, Biotechniques 28 (4): 732-8. PMID 10769752; y, Akimitsu
Okamoto (2011), "ECHO probes: a concept of fluorescence control for practical nucleic acid sensing”, Chem. Soc. Rev.
40: 5815-5828.
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En algunas realizaciones, una nucleobase es generalmente la porcion de base heterociclica de un nucleosido. Las
nucleobases pueden ser de origen natural, pueden modificarse, pueden no tener similitud con las bases naturales y
pueden sintetizarse, por ejemplo, mediante sintesis organica. En ciertas realizaciones, una nucleobase comprende
cualquier atomo o grupo de atomos capaces de interactuar con una base de otro acido nucleico con o sin el uso de
enlaces de hidrogeno. En ciertas realizaciones, una nucleobase no natural no se deriva de una nucleobase natural. Se
debe notar que las nucleobases no naturales no poseen necesariamente propiedades basicas, sin embargo, se
denominan nucleobases por simplicidad. En algunas realizaciones, cuando se refiere a una nucleobase, una "(d)" indica
que la nucleobase puede unirse a una desoxirribosa o una ribosa.

En algunas realizaciones, un nucledsido es un compuesto que comprende una fraccién nucleobase y una fraccion
azucar. Los nucledsidos incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos de origen natural (como se encuentra en el ADN y el
ARN), nucledsidos abasicos, nucledsidos modificados, y nucledsidos que tienen bases miméticas y/o grupos de azucar.
Los nucledsidos incluyen nucledsidos que comprenden cualquier variedad de sustituyentes. Un nucledsido puede ser un
compuesto glucésido formado a través de la union glucosidica entre una base de acido nucleico y un grupo reductor de
un azucar.

En algunas realizaciones, un nucleétido es un compuesto en el cual la fraccion de azicar de un nucledsido forma un
éster con acido fosférico, mas preferentemente un éster mono, di o trifosfato. La fraccién de azucar de dicho nucledsido
o nucledtido puede ser ribofuranosilo, 2'-desoxirribofuranosilo o ribofuranosilo 2'-sustituido que tiene un sustituyente en
la posicion 2'. Del mismo modo, la fracciéon de acido fosférico puede ser acido tiofosférico. A saber, las fracciones de
azucar y acido fosférico pueden estar en la misma forma encontrada en nucleésidos, nucleétidos o derivados conocidos
de los mismos. Un ribonucledtido cuya fraccién de azucar es ribofuranosilo puede usarse como un miembro
constituyente del ARN. Un desoxirribonucleétido cuya fraccion de azucar es desoxirribofuranosilo puede usarse como
un miembro constituyente del ADN. Un nucleétido puede ser un nucledsido que comprende ademas un grupo de enlace
fosfato. Los nucleétidos pueden incluir nucledsidos que contienen una fraccion fosfato.

Se desarrollé y mostré por nosotros una clase de pares de bases no naturales, ejemplificada por d5SICS-dNaM y
d5SICS-dMMO2 (Figura 1), para ser replicada (incluso a través de PCR) y transcrita por una amplia gama de
polimerasas naturales con eficiencias y fidelidades cercanas a las de pares de bases naturales (Véase Malyshev, D. A;;
Seo, Y. J.; Ordoukhanian, P.; Romesberg, F. E, PCR with an Expanded Genetic Alphabet. J. Am. Chem. Soc. 2009. 131
(41), 14620-14621; Seo, Y. J.; Matsuda, S.; Romesberg, F. E., Transcription of an Expanded Genetic Alphabet. J. Am.
Chem. Soc. 2009, 131 (14), 2009, 5046-5047; Lavergne T.; Degardin M.; Malyshev D.A.; Quach H.T.; Dhami K;
Ordoukhanian P.; Romesberg, F.E.; Expanding the scope of replicable unnatural ADN: Stepwise optimization of a
predominantly hydrophobic base pair. J. Am. Chem Soc. 2013, 135, 5408-5419; Seo, Y.J., Malyshev D.A., Lavergne T.,
Ordoukhanian P. y Romesberg, F.E., J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 19878.). Estos pares de bases no naturales se
forman entre analogos de nucleétidos que tienen nucleobases no naturales, predominantemente hidréfobas. Los pares
de bases se muestran en la Figura 1, con cada nucleétido no natural que se incorpora en oligonucleétidos en posiciones
complementarias (es decir, pareadas); se entiende que las nucleobases se unen en la posiciéon que indica la linea
ondulada, a la posicién 1' de una fraccion ribosilo o 2'-desoxirribosilo, que se incorpora en el ARN o el ADN mediante
grupos fosfato o fosforotioato que unen los grupos hidroxilo 3' y 5' de los grupos ribosilo o desoxirribosilo,
respectivamente, como en el caso de los acidos nucleicos completamente naturales. El emparejamiento de bases tiene
lugar como parte de una estructura complementaria de bases pareadas, como se conoce bien en la formacion de
estructuras duplex de oligonucledtidos. En la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, una nucleobase
no natural dTPT3 y sus variantes derivatizadas con el enlazador, que se cree que tiene bases pareadas con las
nucleobases no naturales dNaM, dMMQO2, y dDMO (o sus variantes derivatizadas con el enlazador) de manera similar.

Se ha demostrado que los nucleétidos no naturales dTPT3 y dTPT3PA se incorporan eficientemente en el ADN por las
ADN polimerasas opuestas a dNaM (Figura 2). Tanto dTPT3 como dTPT3PA (PA = dicloroacetil-3-aminopropin-1-ilo) asi
como ofras variantes derivatizados con el enlazador de dTPT3 (Figura 3) que incluyen, cuando R = 3-aminopropin-1-ilo
(dTPT34), R = 4-oxahepat-1,6-diyn-1-ilo (dTPTC®), o R = hepta-1,6-diyn-1-il(dTPTCC)) también se espera que se apareen
con dNaM, dDMO o dMMO2, o analogos derivatizados con enlazadores de los mismos. Las tasas de incorporacion de
dTPT3 vy las variantes del mismo derivatizados con el enlazador, se acercan a las de un par de bases naturales
opuestas a dNAM. Los pares de bases no naturales adicionales identificados con tasas de incorporacion eficientes
incluyen dTPT3-dFEMO, dTPT3-dFIMO, dTPT3-dIMO, dFTPT3-dNaM, dFTPT3-dFEMO, dFTPT3-dFIMO y dFTPT3-
dIMO.

Ademas, en la presente memoria se divulgan, en diversas realizaciones, nucleétidos no naturales con analogos de
nucleobase que incluyen, analogos a (por ejemplo, cualquiera de las Figuras 8, 10, 11, 15 y derivados de los mismos);
analogos B (por ejemplo, cualquiera de las Figuras 9, 12, 13, 16 y derivados de los mismos); d5SICS®0, d5SICSCC,
dDMOC®®, dDMOFCC, dMMO2PCO, dMMO2PCC, dTPT3, dTPT3PA, dTPT3A, dTPT3%C, dTPT3CC, y las formas ribosilo de
estos, y los analogos de los mismos (véase la Figura 2); en forma de nucledsidos, nucledsidos 5' trifosfatos, y analogos
de los mismos (por ejemplo, ribosilo y 2'-desoxirribosilo), nucledtidos y analogos de los mismos (por ejemplo, ribosilo y
2'-desoxirribosilo, fosfato y fosforotioato), que incluye los reactivos de nucleétidos derivados de ellos para su uso en la
sintesis de ARN/ADN (fosforamiditas protegidas con DMT) y para su uso en la incorporacion enzimatica en
oligonucledtidos como por PCR o transcripcion mediada por la ARN polimerasa de T7, e incorporada en acidos
nucleicos (oligonucledtidos) como el ADN y el ARN. Los compuestos que comprenden los analogos de nucleobase no
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naturales también pueden incorporarse en analogos de ADN o en analogos de ARN, tales como PNA, LNA, y otros
polimeros analogos de polinucleétidos similares. Los analogos de nucleobase ejemplares divulgados en la presente
memoria incluyen analogos 38 que comprenden las férmulas 8a y $8b, como se muestra en la Figura 12, en las que
cada X es independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R es opcional y cuando esta presente es
independientemente hidrégeno, un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno,
ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en las que cada Y es independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina secundaria; en las que cada
E es independientemente azufre, selenio u oxigeno; y en las que R es opcional y cuando esta presente, es
independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano,
azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo, adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, enlazador acoplado al que se une
una carga. Los ejemplos de analogos B8 incluyen dTPT3 y analogos del mismo derivatizados con el enlazador. Los
analogos de nucleobase ejemplares divulgados en la presente memoria incluyen analogos de a14 que comprenden las
férmulas a14a-a14f, como se muestra en la Figura 10, en las que cada X es independientemente carbono o nitrégeno;
en las que cada Ry es independientemente hidrogeno, grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro
reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; en donde cada R; es opcional y,
cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol,
metanoseleno, halégeno, ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a
un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, enlazador
acoplado al que se une una carga; en las que cada R es opcional y, cuando esta presente, es independientemente
hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, un enlazador
reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un
grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada Y
es independientemente azufre, oxigeno, selenio, o0 amina secundaria; en las que cada E es independientemente azufre,
selenio u oxigeno. Los ejemplos de analogos a14 incluyen dMMS, dDMS, dFEMS, dBrMS, dIMS y analogos de los
mismos derivatizados con el enlazador.

Ademas, en la presente memoria se divulgan, en diversas realizaciones, pares de bases no naturales que comprenden
cualquier analogo a o derivado del mismo divulgado en la presente memoria, y cualquier analogo B o derivado del
mismo divulgado en la presente memoria. Los derivados incluyen, pero no se limitan a, sustituciones de atomos y
adiciones de fracciones enlazadoras. Las fracciones enlazadoras pueden unirse a los analogos durante la sintesis o
después de la incorporacion de la nucleobase en un acido nucleico. Los pares de bases no naturales ejemplares
incluyen, pero no se limitan a, dTPT3-dNaM, dTPT3-dFEMO, dTPT3-dFIMO, dTPT3-dIMO, dFTPT3-dNaM, dFTPT3-
dFEMO, dFTPT3-dFIMO, dFTPT3-dIMO. Los pares de bases no naturales incluyen, pero no se limitan a, dTPT3-MMS,
dTPT3-DMS, dTPT3-FEMS, dTPT3-BrMS, dTPT3-IMS, dTPT3-dDMN, dTPT3-d4OMe, dTPT3-dIQ, dTPT3-d2MN,
dTPT3-d30Me, dTPT3-dQL, dTPT3-d2Np, dTPT3-dDM4, dTPT3-dDM, dTPT3-dBEN, dTPT3-d3FB, dTPT3-dMM1,
dTPT3-dMMO1, dTPT3-dDM2, dTPT3-dDM5, dTPT3-d2Py, dTPT3-d5MPy, dTPT3-dEPy, dTPT3-d3MPy, dTPT3-
d34DMPy, dTPT3-d45DMPy, dTPT3-d4MPy, dTPT3-d35DMPy, dTPT3-dBP, dTPT3-dBTp, dTPT3-dBF, dTPT3-dIN,
dTPT3-dTp, dTPT3-dBTz, dTPT3-dMTp, dTPT3-dAM, dTPT3-dMAN, dTPT3-dDMMAN, dTPT3-dADM, dTPT3-dMMAN,
dTPT3-dTOK588, dTPT3-dTOK576, dTPT3-dTOK587, dTPT3-dTOK586, dTPT3-dTOK580, dTPT3-dPhMO, dTPT3-
dPyMO1, dTPT3-PyMO2, dTPT3-dPMO1, dTPT3-dPMO2, dTPT3-dPMO3, dTPT3-dFuMO1, dTPT3-dFuMO2, dTPT3-
TpMO1, dTPT3-dTpMO2, dTPT3-dFIMO, dTPT3-dIMO, dTPT3-dMIMO, dTPT3-dMEMO, dTPT3-dFEMO, dTPT3-
dPrMO, dTPT3-dMMO2, dTPT3-d20Me, dTPT3-dDMO, dTPT3-dTMO, dTPT3-dNMO, dTPT3-dNOPy, dTPT3-d5FM,
dTPT3-dNAM, dTPT3-dAMO1, dTPT3-dAPy, dTPT3-dAMO2, dTPT3-dMAPy, dTPT3-dAMO3, dTPT3-dDMAPy, dTPT3-
dFDMO, dTPT3-dVMO, dTPT3-dQMO, dTPT3-dZMO, dTPT3-dCIMO, dTPT3-dTfMO, dTPT3-CNMO, d7Al-dMMS,
dM7AI-dMMS, dImPy-dMMS, dP7AI-dMMS, dPPP-dMMS, d8Q-dMMS, dICS-dMMS, dPICS-dMMS, dMICS-dMMS,
d4MICS-dMMS, d5MICS-dMMS, dNICS-dMMS, dONICS-dMMS, d70FP-dMMS, d7O0TP-dMMS, d40OTP-dMMS, dPYR-
dMMS, d4MP-dMMS, d3MP-dMMS, dPPYR-dMMS, dMOP-dMMS, d4MOP-dMMS, dSICS-dMMS, dSNICS-dMMS,
d5SICS-dMMS, d4SICS-dMMS, dTPT1-dMMS, dTPT2-dMMS, dFPT1-dMMS, dFTPT3-dMMS, d7AI-dDMS, dM7AI-
dDMS, dimPy-dDMS, dP7AI-dDMS, dPPP-dDMS, d8Q-dDMS, dICS-dDMS, dPICS-dDMS, dMICS-dDMS, d4MICS-
dDMS, d5MICS-dDMS, dNICS-dDMS, dONICS-dDMS, d7OFP-dDMS, d7OTP-dDMS, d4OTP-dDMS, dPYR-dDMS,
d4MP-dDMS, d3MP-dDMS, dPPYR-dDMS, dMOP-dDMS, d4MOP-dDMS, dSICS-dDMS, dSNICS-dDMS, d5SICS-
dDMS, d4SICS-dDMS, dTPT1-dDMS, dTPT2-dDMS, dFPT1-dDMS, dFTPT3-dDMS, d7AI-dFEMS, dM7AI-dFEMS,
dImPy-dFEMS, dP7AI-dFEMS, dPPP-dFEMS, d8Q-dFEMS, dICS-dFEMS, dPICS-dFEMS, dMICS-dFEMS, d4MICS-
dFEMS, d5MICS-dFEMS, dNICS-dFEMS, dONICS-dFEMS, d70FP-dFEMS, d70TP-dFEMS, d4OTP-dFEMS, dPYR-
dFEMS, d4MP-dFEMS, d3MP-dFEMS, dPPYR-dFEMS, dMOP-dFEMS, d4MOP-dFEMS, dSICS-dFEMS, dSNICS-
dFEMS, d5SICS-dFEMS, d4SICS-dFEMS, dTPT1-dFEMS, dTPT2-dFEMS, dFPT1-dFEMS, dFTPT3-dFEMS, d7Al-
dBrMS, dM7AI-dBrMS, dimPy-dBrMS, dP7AI-dBrMS, dPPP-dBrMS, d8Q-dBrMS, dICS-dBrMS, dPICS-dBrMS, dMICS-
dBrMS, d4MICS-dBrMS, d5MICS-dBrMS, dNICS-dBrMS, dONICS-dBrMS, d7OFP-dBrMS, d70TP-dBrMS, d4O0TP-
dBrMS, dPYR-dBrMS, d4MP-dBrMS, d3MP-dBrMS, dPPYR-dBrMS, dMOP-dBrMS, d4MOP-dBrMS, dSICS-dBrMS,
dSNICS-dBrMS, d5SICS-dBrMS, d4SICS-dBrMS, dTPT1-dBrMS, dTPT2-dBrMS, dFPT1-dBrMS, dFTPT3-dBrMS, d7Al-
dIMS, dM7AI-dIMS, dImPy-dIMS, dP7AI-dIMS, dPPP-dIMS, d8Q-dIMS, dICS-dIMS, dPICS-dIMS, dMICS-dIMS,
d4MICS-dIMS, d5MICS-dIMS, dNICS-dIMS, dONICS-dIMS, d70FP-dIMS, d70TP-dIMS, d4OTP-dIMS, dPYR-dIMS,
d4MP-dIMS, d3MP-dIMS, dPPYR-dIMS, dMOP-dIMS, d4MOP-dIMS, dSICS-dIMS, dSNICS-dIMS, d5SICS-dIMS,
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d4SICS-dIMS, dTPT1-dIMS, dTPT2-dIMS, dFPT1-dIMS, y dFTPT3-dIMS; en los que una o dos nucleobases no
naturales del par de bases no natural pueden derivatizarse con un enlazador. Los ejemplos de pares de bases no
naturales de esta divulgacion incluyen ademas cualquier par descrito en el Ejemplo 1. Los analogos 3 ejemplares
incluyen los que se presentan en las Figuras. 9, 12 y 13. Los analogos de nucleobase 8 ejemplares incluyen analogos
B8 que comprenden las férmulas B8a y B8b, como se muestra en la Figura 12, en las que cada X es
independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R» es opcional y cuando estd presente es
independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano,
azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se
une una carga; en las que cada Y es independientemente azufre, oxigeno, selenio, o amina secundaria; en las que cada
E es independientemente azufre, selenio u oxigeno; y en las que R es opcional y, cuando esta presente, es
independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano,
azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, enlazador acoplado al que se une
una carga. Los ejemplos de analogos (3 incluyen dTPT3, d5SICS, dFTPT3 y derivados o analogos de los mismos. Los
analogos a ejemplares incluyen los que se presentan en las Figs. 8, 10 y 11. Los analogos a ejemplares incluyen
analogos a14 que comprenden las formulas a14a- a14f, como se muestra en la Figura 10, en las que cada X es
independientemente carbono o nitrégeno; en las que cada R; es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, un
enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una
carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga; en
las que cada R. es opcional y, cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo,
alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro
reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria al centro reactivo, enlazador acoplado al que se une una carga; en las que cada R es opcional vy,
cuando esta presente, es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol,
metanoseleno, halégeno, ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a
un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, enlazador
acoplado al que se une una carga; en las que cada Y es independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina
secundaria; en las que cada E es independientemente azufre, selenio u oxigeno. Los ejemplos de analogos a incluyen
dMMS, dDMS, dBrMS, dIMS, dFEMS, dNAM, dMMO2, dDMO, dEMO, dFEMO y derivados o analogos de los mismos.
En algunas realizaciones, un par de bases no natural incluye un analogo a y una base natural. En algunas realizaciones,
un par de bases no natural incluye un analogo B y una base natural. Ademas, en la presente memoria se divulgan, en
algunos aspectos, pares de bases no naturales que comprenden los mismos dos analogos de nucledsidos no naturales
o derivados de los mismos.

Un par de bases no natural, en varios aspectos, comprende una nucleobase no natural divulgada en la presente
memoria (por ejemplo, un analogo a o derivado del mismo, un analogo B o derivado del mismo) y otra nucleobase no
natural que incluye, pero no se limita a, 2-aminoadenina-9-ilo, 2- aminoadenina, 2-F-adenina, 2-tiouracilo, 2-tio-timina, 2-
tiocitosina, 2-propilo y derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-amino-adenina, 2-amino-propil-adenina, 2-
aminopiridina, 2-piridona, 2'-desoxiuridina, 2-amino-2'-desoxiadenosina 3-deazaguanina, 3-deazaadenina, 4-tio-uracilo,
4-tio-timina, uracil-5-ilo, hipoxantina-9-ilo ( 1), 5-metil-citosina, 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 5-bromo y 5-
trifluorometil uracilos y citosinas; 5-halouracilo, 5-halocitosina, 5-propinil-uracilo, 5-propinil citosina, 5-uracilo, 5-
sustituido, 5-halo, pirimidinas 5-sustituidas, 5-hidroxicitosina, 5-bromocitosina, 5-bromouracilo, 5- clorocitosina, citosina
clorada, ciclocitosina, arabindsido de citosina, 5-fluorocitosina, fluoropirimidina, fluorouracilo, 5,6-dihidrocitosina, 5-
yodocitosina, hidroxiurea, yodouracilo, 5-nitrocitosina, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-fluorouracilo, y 5-yodouracilo, 6-
alquil derivados de adenina y guanina, 6-azapirimidinas, 6-azo-uracilo, 6-azo citosina, azacitosina, 6-azo-timina, 6-tio-
guanina, 7-metilguanina, 7-metiladenina, 7-deazaguanina, 7-deazaguanosina, 7-deaza-adenina, 7-deaza-8-azaguanina,
8-azaguanina, 8-azaadenina, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-ticalquilo y adeninas y guaninas 8-hidroxilo sustituidas; N4-
etilcitosina, purinas N-2 sustituidas, purinas N-6 sustituidas, purinas O-6 sustituidas, aquellas que aumentan la
estabilidad de la formacion de duplex, acidos nucleicos universales, acidos nucleicos hidréfobos, acidos nucleicos
promiscuos, acidos nucleicos expandidos por tamafio, acidos nucleicos fluorados, pirimidinas ftriciclicas, fenoxazina
citidina([5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazina citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazina-2(3H)-ona),
abrazaderas G, fenoxazina citidina (9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4] benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol citidina (2H-
pirimido[4,5-b]indol-2-ona), piridoindol citidina (H-pirido[3', 2":4,5]pirrolo [2,3-d] pirimidin-2-ona), 5-fluorouracilo, 5-
bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5- (carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina,
N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueosina,  5-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido
oxiacético 5-uracilo, wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-
metiluracilo, acido oxiacético 5-uracilo metiléster, acido oxiacético 5-uracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-
carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina y aquellos en los que la base de purina o pirimidina se reemplaza
con un heterociclo. Los analogos a del par de bases no natural incluyen, sin limitaciéon, dMMS, dDMS, dBrMS, dIMS,
dFEMS, dNAM, dMMO2, dDMO, dEMO, dFEMO vy derivados o analogos de los mismos. Los analogos 8 del par de
bases no natural incluyen, sin limitacion, dTPT3, d5SICS y dFTPT3.
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En algunas realizaciones, las nucleobases no naturales y los pares de bases no naturales divulgados en esta memoria
tienen incorporacion y extension eficientes con polimerasas naturales. En algunas realizaciones, las nucleobases no
naturales y los pares de bases no naturales divulgados en la presente memoria tienen incorporacion y extension
eficientes con polimerasas modificadas. Se evalla el efecto de una nucleobase no natural o un derivado de nucleobase
no natural sobre el reconocimiento de la polimerasa, en realizaciones ejemplares, mediante la determinacion de la
eficiencia en estado estacionario (por ejemplo, constante de velocidad de segundo orden k./Ku) con el que la
polimerasa sintetiza un par de bases no natural, mediante la inserciéon del nucleétido no natural opuesto a su base
complementaria en una plantilla, y extiende el terminal cebador no natural resultante, mediante la insercién del siguiente
nucledtido natural correcto. Las tasas de sintesis y extension correspondientes para emparejamientos erroneos con
nucledtidos naturales también pueden medirse para determinar la fidelidad. En algunas realizaciones, las polimerasas
no necesitan modificarse para mejorar las tasas de incorporacion o extension. Las realizaciones y ejemplos divulgados
en esta memoria pueden realizarse con cualquier polimerasa conocida. Las polimerasas incluyen polimerasas de origen
natural y cualquier variacion modificada de las mismas, que incluye, pero no se limita a, mutantes, recombinantes,
fusiones, modificaciones genéticas, modificaciones quimicas, sintéticos y analogos. Las polimerasas naturales y las
variaciones modificadas de las mismas no se limitan a las polimerasas que retienen la capacidad de catalizar una
reaccion de polimerizacién. En algunos casos, las variaciones naturales y/o modificadas de las mismas conservan la
capacidad de catalizar una reaccién de polimerizacion. Las polimerasas mutantes incluyen polimerasas en las que uno o
mas aminoacidos se reemplazan con otros aminoacidos (naturales o no naturales) y polimerasas que tienen una o mas
inserciones o deleciones de aminoacidos. En algunas realizaciones una polimerasa se refiere a proteinas de fusiéon que
comprenden al menos dos porciones unidas entre si, por ejemplo, donde una porcién comprende un péptido que puede
catalizar la polimerizacién de nucleétidos en una cadena de acido nucleico se une a otra porciéon que comprende una
segunda fraccion, tal como, una enzima indicadora o un dominio modificador de la procesividad. Una realizacion
ejemplar de tal polimerasa es la ADN polimerasa T7, que comprende un dominio de polimerizacion de acido nucleico y
un dominio de unién a tiorredoxina, en los que la union a tiorredoxina mejora la procesividad de la polimerasa. En
ausencia de la unién a la tiorredoxina, la ADN polimerasa T7 es una polimerasa distributiva con procesividad de solo
una a algunas bases. Las ADN polimerasas incluyen, pero no se limitan a, ADN polimerasas bacterianas, ADN
polimerasas eucariotas, ADN polimerasas arqueales, ADN polimerasas virales y ADN polimerasas fagicas. Las ADN
polimerasas bacterianas incluyen las ADN polimerasas |, Il y Ill, IV y V de E. coli, el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa de E. coli, la ADN polimerasa de Clostridium stercorarium (Cst), la ADN polimerasa de Clostridium
thermocellum (Cth) y la ADN polimerasa de Sulfolobus solfataricus (Sso). Las ADN polimerasas eucariotas incluyen las
ADN polimerasas a, B, v, 0, €, n, ¢, 0, A, 4, 1 y K, asi como la polimerasa Rev1 (desoxicitidil transferasa terminal) y la
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Las ADN polimerasas virales incluyen la ADN polimerasa T4, ADN
polimerasa phi-29, GA-1, las ADN polimerasas similares a phi-29, ADN polimerasa PZA, ADN polimerasa phi-15, ADN
polimerasa Cp1, ADN polimerasa Cp7, ADN polimerasa T7 y polimerasa T4. Las ADN polimerasas arqueales incluyen
las ADN polimerasas termoestables y/o termofilicas tales como ADN polimerasas aisladas de la ADN polimerasa de
Thermus aquaticus (Tag), ADN polimerasa de Thermus filiformis (Tfi), ADN polimerasa de Thermococcus Zzilligi (Tzi),
ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth), ADN polimerasa de Thermus flavusu (Tfl), ADN polimerasa de
Pyrococcus woesei (Pwo), ADN polimerasa de Pyrococcus furiosus (Pfu) y ADN polimerasa de Turbo Pfu, ADN
polimerasa de Thermococcus litoralis (Tli), Pyrococcus sp. La polimerasa GB-D, ADN polimerasa de Thermotoga
maritima (Tma), ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst), ADN polimerasa de Pyrococcus Kodakaraensis
(KOD), ADN polimerasa de Pfx, Thermococcus sp. ADN polimerasa JDF-3 (JDF-3), ADN polimerasa de Thermococcus
gorgonarius (Tgo), ADN polimerasa de Thermococcus acidophilium; ADN polimerasa de Sulfolobus acidocaldarius;
Thermococcus sp. 9 ° ADN polimerasa N-7; ADN polimerasa de Pyrodictium occultum; ADN polimerasa de
Methanococcus voltae; ADN polimerasa de Methanococcus thermoautotrophicum; ADN polimerasa de Methanococcus
jannaschii; ADN polimerasa de Desulfurococcus cepa TOK (D. Tok Pol); ADN polimerasa de Pyrococcus abyssi; ADN
polimerasa de Pyrococcus horikoshii; ADN polimerasa de Pyrococcus islandicum; ADN polimerasa de Thermococcus
fumicolans; ADN polimerasa de Aeropyrum pernix; y la ADN polimerasa heterodimérica DP1/DP2. Las ARN polimerasas
incluyen, pero no se limitan a, ARN polimerasas virales tales como ARN polimerasa T7, polimerasa T3, polimerasa SP6,
y polimerasa K11; ARN polimerasas eucariotas tales como ARN polimerasa |, ARN polimerasa Il, ARN polimerasa I,
ARN polimerasa IV y ARN polimerasa V; y ARN polimerasa de Archaea.

En algunas realizaciones, una polimerasa tiene una especificidad por un nucleétido no natural que comprende un
analogo de nucleobase a o B que es al menos aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90
%, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,99 % de la especificidad de la polimerasa hacia un nucleétido natural. En
algunas realizaciones, una polimerasa tiene una especificidad para un nucleétido no natural que comprende un analogo
de nucleobase a o B y un aztcar modificado que es al menos aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,99 % de la especificidad de la polimerasa hacia un nucleétido
natural y/o el nucleétido no natural sin el azdcar modificado. En algunas realizaciones, una polimerasa tiene una
especificidad para un nucledtido no natural que comprende un analogo de nucleobase a o (B derivatizado con el
enlazador que es al menos aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 %, 99,99 % de la especificidad de la polimerasa hacia un nucleétido natural y/o el nucleétido no natural
sin el enlazador. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural es dTPT3. En algunas realizaciones, la nucleobase
no natural es dMMS. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural es dDMS. En algunas realizaciones, la
nucleobase no natural es dBrMS. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural es IMS. En algunas realizaciones,
la nucleobase no natural es dFEMS. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural es MMSPCO. En algunas
realizaciones, la nucleobase no natural es dMMSPA. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural es dFTPT3. En
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algunas realizaciones, la nucleobase no natural es dTPTPA. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural es
dTPT3CC, En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la férmula a14a o un derivado o analogo de la
misma. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la formula a14b o un derivado o analogo de la
misma. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la férmula a14c o un derivado o analogo de la
misma. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la formula a14d o un derivado o analogo de la
misma. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la formula a14e o un derivado o analogo de la
misma. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la férmula a14f o un derivado o analogo de la
misma. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la formula f8a o un derivado o analogo de la
misma. En algunas realizaciones, la nucleobase no natural comprende la formula f8b o un derivado o analogo de la
misma.

Las polimerasas pueden caracterizarse de acuerdo con su fidelidad cuando se usan con un nucleétido natural y/o no
natural particular o colecciones de nucleétidos naturales y/o no naturales, en los que el nucleé6tido no natural comprende
un analogo de nucleobase a o 3 divulgado en la presente memoria. En diversas realizaciones, la fidelidad generalmente
se refiere a la precision con la que una polimerasa incorpora nucleétidos correctos en un oligonucleétido en crecimiento
cuando se hace una copia de una plantilla de oligonucleétidos. La fidelidad de la polimerasa puede medirse como la
relacion de incorporaciones correctas e incorrectas de nucleétidos naturales y no naturales cuando estan presentes los
nucledtidos naturales y no naturales, por ejemplo, en concentraciones iguales, para competir por la sintesis de la
cadena en el mismo sitio el complejo binario de la plantilla de acido nucleico-cadena de polimerasa. La fidelidad de la
ADN polimerasa puede calcularse como la relacién de (kcat/Km) para el nucleétido natural y no natural y (kcat/Kwv) para el
nucledtido natural y antinatural incorrecto; donde keat y Km son parametros de Michaelis-Menten en cinética enzimatica
en estado estacionario. En algunas realizaciones, una polimerasa tiene un valor de fidelidad de al menos
aproximadamente 100, 1.000, 10.000, 100.000 o 1 x 108, con o sin actividad de correccién de lectura. En algunas
realizaciones, una polimerasa tiene un valor de fidelidad de al menos aproximadamente 100, 1.000, 10.000, 100.000 o 1
x 10° para la incorporacion de nucleotidos no naturales. En algunas realizaciones, el nucledtido no natural es dTPT3TP
o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido es dNAM o un derivado del
mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural es dNaMTP o un derivado del mismo, y su nucleobase
correspondiente en la plantilla de oligonucleétido es dTPT3 o un derivado del mismo. En algunas realizaciones, el
nucledtido no natural comprende (8a o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de
oligonucledtido comprende a14a o un derivado del mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural comprende
B8a o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende a14b o un
derivado del mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural comprende 38a o un derivado del mismo, y su
nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende a14c o un derivado del mismo. En algunas
realizaciones, el nucleétido no natural comprende 8a o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la
plantilla de oligonucleétido comprende a14d o un derivado del mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural
comprende (8a o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende
al4e o un derivado del mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural comprende 38a o un derivado del
mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende a14f o un derivado del mismo. En
algunas realizaciones, el nucledtido no natural comprende B8b o un derivado del mismo, y su nucleobase
correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende a14a o un derivado del mismo. En algunas realizaciones,
el nucledtido no natural comprende 8b o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de
oligonucledtido comprende a14b o un derivado del mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural comprende
B8b o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende a14c o un
derivado del mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural comprende 38b o un derivado del mismo, y su
nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende a14d o un derivado del mismo. En algunas
realizaciones, el nucledtido no natural comprende 8e o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la
plantilla de oligonucleétido comprende a14e o un derivado del mismo. En algunas realizaciones, el nucleétido no natural
comprende (8f o un derivado del mismo, y su nucleobase correspondiente en la plantilla de oligonucleétido comprende
a14f o un derivado del mismo.

Los pares de bases no naturales ejemplificadas en la presente memoria, en algunas realizaciones, se
sintetizan/amplifican con eficiencia y fidelidad parecidas a pares de bases naturales. Los pares de bases no naturales
comprenden, en diversas realizaciones, cualquier analogo de nucleobase a o derivado del mismo, y/o cualquier analogo
de nucleobase B o derivado del mismo. Los ejemplos de analogos {3 incluyen dTPT3, d5SICS, dFTPT3 y derivados o
analogos de los mismos. Los ejemplos de analogos a incluyen dMMS, dDMS, dBrMS, dIMS, dFEMS, dNAM, dMMO2,
dDMO, dEMO, dFEMO vy derivados o analogos de los mismos. En algunas realizaciones, un par de bases no natural se
amplifica eficientemente en una variedad de contextos de secuencia diferentes, que incluyen secuencias ricas en GC y
AT, secuencias aleatorias y secuencias que comprenden multiples pares de bases nucleares no naturales, con mas del
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7
%, 99,85, 99,9 o mayor fidelidad por duplicacion. Por ejemplo, un par de nucleobase no natural que comprende una o
mas nucleobases no naturales tiene una eficiencia de sintesis y/o fidelidad que es al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % similar a una
eficiencia de amplificacion y/o fidelidad de un par de bases naturales. Como otro ejemplo, un par de nucleobases no
naturales que comprende una o mas nucleobases no naturales tiene una eficiencia de sintesis y/o fidelidad que es como
maximo 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % o0 0,5 % menos eficiente y/o
preciso que el de un par de bases natural. En algunas realizaciones, se transcribe un par de nucleobase no natural con
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buena eficiencia y selectividad en ambos contextos de cadena (por ejemplo, dX tiene plantilla de insercion YTP y dY
tiene plantilla de insercion XTP). En algunas realizaciones, en relacion con la velocidad a la que se transcribe una
secuencia completamente natural, la incorporaciéon de un nucleétido no natural no reduce la velocidad de la
transcripcion de longitud completa. En algunas realizaciones, en relaciéon con la velocidad a la que se transcribe una
secuencia completamente natural, la incorporaciéon de un nucleétido no natural reduce la velocidad de transcripcion de
longitud completa por un factor menor que 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35 o 40.
En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende dTPT3 o un derivado o analogo del mismo, y dNaM o
un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende dTPT3 o un derivado
o analogo del mismo, y dNaM o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural
comprende dTPT3 o un derivado o analogo del mismo, y dNaM o un derivado o analogo del mismo. En algunas
realizaciones, el par de bases no natural comprende dTPT3 o un derivado o analogo del mismo, y dNaM o un derivado o
analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende dTPT3 o un derivado o analogo del
mismo, y dNaM o un derivado o andlogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende
8a o un derivado o analogo del mismo, y a14a o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, €l par de
bases no natural comprende $8a o un derivado o analogo del mismo, y a14b o un derivado o analogo del mismo. En
algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende 8a o un derivado o analogo del mismo, y a14c o un
derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende 38a o un derivado o
analogo del mismo, y a14d o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural
comprende (8a o un derivado o analogo del mismo, y al4e o un derivado o analogo del mismo. En algunas
realizaciones, el par de bases no natural comprende 8a o un derivado o analogo del mismo, y a14f o un derivado o
analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende 38b o un derivado o analogo del
mismo, y al14a o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende $8b
o un derivado o analogo del mismo, y a14b o un derivado o andlogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de
bases no natural comprende $8b o un derivado o analogo del mismo, y a14c o un derivado o analogo del mismo. En
algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende B8b o un derivado o andlogo del mismo, y a14d o un
derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural comprende $8b o un derivado o
analogo del mismo, y a14e o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, el par de bases no natural
comprende 38b o un derivado o analogo del mismo, y a14f o un derivado o analogo del mismo.

Ademas en la presente memoria se divulgan, en diversas realizaciones, pares de bases no naturales que comprenden
una o mas nucleobases no naturales (por ejemplo, nucleobase a, nucleobase 8 o nucleobase a y nucleobase B), en las
que una o dos nucleobases comprenden un enlazador. Un enlazador comprende un centro reactivo. Los ejemplos de
centros reactivos incluyen, pero no se limitan a, alquilo, alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, hidroxilo, carbonilo,
aldehido, haloformilo, éster de carbonato, carboxilato, carboxilo, éster, metoxi, hidroperoxi, peroxi, éter, hemiacetal,
hemicetal, acetal, cetal, ortoéster, metilendioxi, éster de ortocarbonato, carboxamida, amina primaria, amina secundaria,
imida, azida, azo, cianato, isocianato, nitrato, nitrilo, isonitrilo, nitrosooxi, nitro, nitroso, piridil, sulfhidril, sulfuro, disulfuro,
sulfinilo, sulfo, tiocianato, isotiocianato, carbonotioilo, fosfino, fosfono, fosfato, borono, boronato, borino, borinato y una
combinacién de los mismos. Un ejemplo de una nucleobase derivatizada con el enlazador es TPT3R mostrado en la
Figura 2, en la que el superindice R indica el enlazador. En algunas realizaciones, un enlazador se modifica con un
grupo protector, por ejemplo, TPT3P4, donde el enlazador es un enlazador de propargilo protegido.

En algunas realizaciones, un analogo de nucleobase divulgado en la presente memoria comprende un enlazador con
funcion amino o un enlazador con funcion amino protegido (por ejemplo, dXPA). En ciertas realizaciones, el enlazador
con funcién amino es 3-aminopropin-1-ilo. En algunas realizaciones, un analogo de nucleobase divulgado en la presente
memoria comprende un enlazador de éter alquino-azida para derivatizacion mediante quimica de clic o un enlazador de
éter alquino-azida protegido para derivatizacion mediante quimica de clic. En ciertas realizaciones, el enlazador éter
alquino-azida es 4-oxahepat-1,6-diin-1-ilo. En algunas realizaciones, un analogo de nucleobase divulgado en la presente
memoria comprende un enlazador de trimetileno alquino-azida para derivatizacién mediante quimica de clic o un
enlazador de trimetileno alquino-azida protegido para derivatizacion mediante quimica de clic. En ciertas realizaciones,
el enlazador trimetileno alquino-azida es hepta-1,6-diin-1-ilo. En algunas realizaciones, X es un analogo de nucledsido 3
que tiene cualquiera de las formulas de las Figuras 9, 12, 13 y 16. En algunas realizaciones, X es ICS, PICS, MICS,
4MICS, 5MICS, NICS, ONICS, SICS, SNICS, 5SICS, 4SICS, 70FP, 70TP, TPT2, TPT3 o FTPT3. En algunas
realizaciones, X es un analogo de nucledsido a que tiene cualquiera de las féormulas de las Figuras 8, 10, 11 y 15. En
algunas realizaciones, X es FIMO, MIMO, FEMO, PrMO, EMO, MEMO, IMO, MMO2, DMO, NMO, 5FM, 20Me, TMO,
FDMO, VMO, ZMO, CIMO, TfMO, CNMO, MMS, DMS, BrMS, IMS, FEMS, NAM o QMO.

En algunas realizaciones, un enlazador es un enlazador de propinilo, tal como los usados con nucleétidos naturales.
Estos enlazadores comprenden propargilaminas, y la amina sirve como un sitio reactivo para unir otras funcionalidades.

En diversas realizaciones, una nucleobase derivatizada con el enlazador comprende un espaciador. Un espaciador
ejemplar es la acetamidohexanamida. Un espaciador puede ser hidrofilo. Un espaciador puede conectar un enlazador a
un grupo funcional. Los espaciadores incluyen, pero no se limitan a, Espaciador C3 (espaciador de 3 carbonos),
Espaciador C6 (espaciador de 6 carbonos), espaciador fotosensible, espaciador de hexanodiol, Espaciador 9
(espaciador de trietilenglicol), Espaciador C12 (espaciador de 12 carbonos), Espaciador 18 (espaciador de
hexaetilenglicol de 18 atomos) y Espaciador 1',2'-didesoxirribosa.
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Un par de nucleobase no natural que comprende una o dos nucleobases derivatizados con el enlazador, en algunos
casos, se amplifica con una eficiencia y fidelidad que es similar a la de un par de bases natural o un par de bases no
natural derivatizadas sin enlazador. Por ejemplo, un par de nucleobase no natural que comprende una o dos
nucleobases no naturales derivadas del enlazador tiene una eficiencia de sintesis y/o fidelidad que tiene al menos 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 % 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99
% similar a una eficiencia de sintesis y/o fidelidad de un par de bases natural o un par de bases no natural derivatizadas
sin enlazador. Como otro ejemplo, un par de nucleobases no naturales que comprende una o dos nucleobases no
naturales derivatizados con el enlazador tiene una eficiencia de sintesis y/o fidelidad que es como maximo 15 %, 14 %,
13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % 0 0,5 % menos eficiente y/o preciso que el de un
par de bases natural o un par de bases no natural derivatizadas sin enlazador. En algunas realizaciones, un par de
nucleobases no naturales comprende dTPT3PA. En algunas realizaciones, un par de nucleobases no naturales
comprende dTPT3CC. En algunas realizaciones, un par de nucleobases no naturales comprende dMMSPCC. En algunas
realizaciones, un par de nucleobases no naturales comprende dMMSPA. En algunas realizaciones, un par de
nucleobases no naturales comprende dNaMR. En algunas realizaciones, un par de nucleobases no naturales comprende
dMMOZ2R. En algunas realizaciones, un par de nucleobases no naturales comprende dDMOR. En algunas realizaciones,
un par de nucleobases no naturales comprende dSSICSR. En algunas realizaciones, un par de nucleobases no
naturales comprende dMMSR. En algunas realizaciones, un par de nucleobases no naturales comprende dDMSR. En
algunas realizaciones, un par de nucleobases no naturales comprende dFEMSR. En algunas realizaciones, un par de
nucleobases no naturales comprende dBrMSR. En algunas realizaciones, un par de nucleobases no naturales
comprende dIMSR,

En algunas realizaciones, una nucleobase no natural derivatizada con el enlazador tiene una eficacia de insercion
aumentada durante la sintesis de oligonucledtidos, en comparacién con la misma nucleobase no natural que no
comprende un enlazador. En algunas realizaciones, una nucleobase no natural derivatizada con el enlazador tiene una
eficiencia de insercion disminuida durante la sintesis de oligonucleétidos, en comparacion con la misma nucleobase no
natural que no comprende un enlazador. En algunos casos, una nucleobase no natural derivatizada con el enlazador
tiene aproximadamente la misma eficacia de insercion durante la sintesis de oligonucleétidos, en comparacion con la
misma nucleobase no natural que no comprende un enlazador. En algunas realizaciones, una nucleobase no natural
derivatizada con el enlazador protegido tiene una mayor eficiencia de insercion durante la sintesis de oligonucleoétidos,
en comparacion con la misma nucleobase no natural que no comprende un enlazador protegido. En algunas
realizaciones, una nucleobase no natural derivatizada con el enlazador protegido tiene una eficacia de insercion
disminuida durante la sintesis de oligonucledtidos, en comparacion con la misma nucleobase no natural que no
comprende un enlazador protegido. En algunos casos, una nucleobase no natural derivatizada con el enlazador
protegido tiene aproximadamente la misma eficacia durante la sintesis de oligonucleétidos, en comparacion con la
misma nucleobase no natural que no comprende un enlazador protegido.

Los procedimientos ejemplares para analizar la eficiencia de sintesis de pares de bases no naturales (insercion de una
nucleobase no natural opuesta a su compariero en una plantilla) y la extension (alargamiento continuo del cebador) se
divulgan en la presente memoria. Una o ambas de las nucleobases en un par de bases no natural, en diversas
realizaciones, puede ser una nucleobase no natural derivatizada con el enlazador. Un procedimiento utiliza un ensayo
de estado estacionario. El ensayo se basa en determinar, bajo un conjunto fijo de condiciones, la cantidad de un
cebador (por ejemplo, 23-mer) que se extiende mediante la adicion del nucleétido no natural opuesto a su nucleétido
complementario en una plantilla (por ejemplo, 45-mer) por una polimerasa (por ejemplo, el fragmento Klenow de E. coli
ADN polimerasa |). En este ensayo, la eficiencia de la sintesis de pares de bases no naturales se caracteriza por medir
el por ciento de incorporacion ( % inc) a una concentracién dada del trifosfato no natural y el siguiente correcto, por
ejemplo mediante el uso de una relacién como [24-mer + 25-mer]/[23-mer + 24-mer + 25-mer]. En este ensayo, la
eficiencia de la extension se caracteriza por medir el porcentaje de extension ( % ext) a una concentracion dada del
nucledtido correcto proximo y las concentraciones saturantes de nucleétido no natural, por ejemplo mediante el uso de
una relacion [25-mer]/[24-mer + 25-mer]. Los resultados de un ensayo ejemplar de pre-estado estacionario se muestran
en la Tabla 1, en la que el trifosfato no natural es 5SICS, FPT1, TPT1, TPT2, TPT3, FTPT3, TPT3P0 5SICSPA. En
algunas realizaciones, el por ciento de incorporacion de una nucleobase antinatural es al menos 60 %, 65 %, 70 %, 71
%, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %. En algunas realizaciones, el por ciento de extension
de un nucledtido correcto préximo después de la insercién de una nucleobase no natural es al menos 30 %, 31 %, 32 %,
33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 55
%, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o mas. En algunas realizaciones, la eficiencia de sintesis se incrementa
mediante derivatizacion de la nucleobase no natural. Por ejemplo, mediante la adicion de un enlazador, un enlazador
protegido y/o un enlazador conjugado con una molécula de carga. Como otro ejemplo, la derivatizacion incluye
sustituciones, adiciones o deleciones de atomos. En algunas realizaciones, el por ciento de extension se incrementa
mediante derivatizacion de la nucleobase no natural. La derivatizacion de una nucleobase no natural, en algunos casos,
aumenta en al menos 1-2 érdenes de magnitud la eficiencia de insercion del nucleétido complementario al par de bases
en la plantilla. Este aumento en la eficiencia puede deberse a un aumento kcat y una disminucion K.
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Tabla 1. Cinética de estado pre-estacionario.

dXTP % de incorporacion? % de extension®
5SICS 57,0+ 0,2 15,1+ 1,1

FPT1 72%0,2 32,015

TPT1 28,7+0,5 8,8+0,2

TPT2 65,7+ 0,5 34,5+0,5

TPT3 72,3+0,5 49,8+1,3

FTPT3 66,3+ 0,5 33,8+0,2
TPT3PA 68,3+ 0,4 31,5+0,7
5SICSPA 7,0£0,2 5,5%0,1
aCondiciones de ensayo de incorporacion: Trifosfato no natural 40 nM, dCTP 2 uM, 10s. PCondiciones de ensayo de
extension: Trifosfato no natural 10 uM, dCTP 2 uM, 10s. Los dXTP estan pareados con dNaM.

Ademas, en esta memoria se divulgan los procedimientos de evaluaciéon de la replicacion. En un procedimiento, una
plantilla de acido nucleico duplex que comprende un par de bases no natural (por ejemplo, dTPT3-dNaM o analogos de
los mismos), se amplifica por PCR. En un ejemplo, un conjunto de reacciones de PCR emplea 48 ciclos con la
polimerasa OneTaqg. En otro ejemplo, un conjunto de reacciones de PCR emplea 20 ciclos de amplificacion con Taq
exonucleasa negativa. Se determina la eficiencia mediante el control del nivel de amplificacion. La fidelidad, que
generalmente se define como la extension de pares de bases no naturales por duplicacion, se determina a partir del
porcentaje del ADN amplificado que retiene el par de bases no natural. El porcentaje de ADN amplificado que retiene el
par de bases no natural puede determinarse a partir de las intensidades de pico relativas de un cromatograma de
secuenciacion. En algunas realizaciones, la fidelidad de la replicacion de pares de bases no naturales es al menos 98
%, 98,1 %, 98,2 %, 98,3 %, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 %, 98,9 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %,
99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 %, 99,91 %, 99,92 %, 99,93 %, 99,94 %, 99,95 %, 99,96 %, 99,97 %, 99,98 % o
99,99 %. La replicacion de un par de bases no natural puede proceder con poco o ningun sesgo de la secuencia, en la
que un pequeio sesgo de la secuencia indica que una secuencia desfavorable disminuye la fidelidad en menos del 1 %.
Las fidelidades ejemplares se describen en el Ejemplo 1y se muestran en las Tablas 4, 5y 6.

Ademas, en la presente memoria, en diversas realizaciones, se encuentran oligonucleotidos, que incluyen ADN y/o ARN
monocatenario y bicatenario (por ejemplo, diplex), que comprenden una o mas nucleobases no naturales descritas en
la presente memoria (por ejemplo, cualquier nucleobase a o analogo o derivado del mismo y/o cualquier nucleobase 8 o
analogo o derivado del mismo). La nucleobase puede ser cualquier nucleobase a o B nucleobase descrita en este
documento, que incluye las de las Figuras 2, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, y 16. Un oligonucleétido bicatenario incluye un
ADN-ADN duplex, un ADN-ARN duplex hibrido y un ARN-ARN duplex. En algunas realizaciones, el oligonucleétido
comprende una nucleobase derivatizada con el enlazador.

En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50 o mas nucleobases no naturales. En algunas realizaciones, el porcentaje de nucleobases no naturales en un
oligonucledtido esta entre aproximadamente 0 % y aproximadamente 1 %, entre aproximadamente 0 %
aproximadamente 2 %, entre aproximadamente 0 % y aproximadamente 3 %, entre aproximadamente 0 %
aproximadamente 4 %, entre aproximadamente 0 % y aproximadamente 5 %, entre aproximadamente 0 %
aproximadamente 10 %, entre aproximadamente 1 % y aproximadamente 10 %, entre aproximadamente 1 %
aproximadamente 15 %, entre aproximadamente 1 % y aproximadamente 20 %, entre aproximadamente 5 %
aproximadamente 10 %, entre aproximadamente 5 % y aproximadamente 20 %, entre aproximadamente 10 %
aproximadamente 30 %, entre aproximadamente 1 % y aproximadamente 50 %, o entre aproximadamente 1 %
aproximadamente 100 %.

<K

Los ejemplos de oligonucledtidos que comprenden una o mas nucleobases no naturales incluyen, pero no se limitan a,
aptameros de ADN y aptameros de ARN. Los aptameros de ADN y ARN incluyen, pero no se limitan a, cebadores y
balizas moleculares. Un aptamero de ADN puede incluir un cédigo de barras.

En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende dTPT3 o un derivado o analogo del mismo. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido comprende d5SICS o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido comprende dNaM o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido
comprende dMMS o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende dDMS o
un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende dFEMS o un derivado o
analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende dBrMS o un derivado o analogo del mismo.
En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende dIMS o un derivado o analogo del mismo. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido comprende 38a o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido comprende B8b o un derivado o andlogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido
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comprende a14a o un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende a14b o
un derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende a14c o un derivado o
analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende a14d o un derivado o analogo del mismo.
En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende a14e o un derivado o analogo del mismo. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido comprende a14f o un derivado o analogo del mismo.

En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende dTPT3 o un derivado o analogo del mismo, y dNaM o un
derivado o analogo del mismo. En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende un par de bases dTPT3-dNaM.
En algunas realizaciones, un oligonucleétido comprende uno o mas pares de bases seleccionadas de dTPT3-dFEMO,
dTPT3-dFIMO, dTPT3-dIMO, dFTPT3-dNaM, dFTPT3-dFEMO, dFTPT3-dFIMO y dFTPT3-dIMO. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido comprende uno o mas pares de bases seleccionados de dTPT3-MMS, dTPT3-DMS,
dTPT3-FEMS, dTPT3-BrMS, dTPT3-IMS, dTPT3-dDMN, dTPT3-d4OMe, dTPT3-dIQ, dTPT3-d2MN, dTPT3-d30Me,
dTPT3-dQL, dTPT3-d2Np, dTPT3-dDM4, dTPT3-dDM, dTPT3-dBEN, dTPT3-d3FB, dTPT3-dMM1, dTPT3-dMMO1,
dTPT3-dDM2, dTPT3-dDM5, dTPT3-d2Py, dTPT3-d5MPy, dTPT3-dEPy, dTPT3-d3MPy, dTPT3-d34DMPy, dTPT3-
d45DMPy, dTPT3-d4MPy, dTPT3-d35DMPy, dTPT3-dBP, dTPT3-dBTp, dTPT3-dBF, dTPT3-dIN, dTPT3-dTp, dTPT3-
dBTz, dTPT3-dMTp, dTPT3-dAM, dTPT3-dMAN, dTPT3-dDMMAN, dTPT3-dADM, dTPT3-dMMAN, dTPT3-dTOK588,
dTPT3-dTOK576, dTPT3-dTOK587, dTPT3-dTOK586, dTPT3-dTOK580, dTPT3-dPhMO, dTPT3-dPyMO1, dTPT3-
PyMO2, dTPT3-dPMO1, dTPT3-dPMO2, dTPT3-dPMO3, dTPT3-dFuMO1, dTPT3-dFuMO2, dTPT3-TpMO1, dTPT3-
dTpMO2, dTPT3-dFIMO, dTPT3-dIMO, dTPT3-dMIMO, dTPT3-dMEMO, dTPT3-dFEMO, dTPT3-dPrMO, dTPT3-
dMMO2, dTPT3-d20Me, dTPT3-dDMO, dTPT3-dTMO, dTPT3-dNMO, dTPT3-dNOPy, dTPT3-d5FM, dTPT3-dNAM,
dTPT3-dAMO1, dTPT3-dAPy, dTPT3-dAMO2, dTPT3-dMAPy, dTPT3-dAMO3, dTPT3-dDMAPy, dTPT3-dFDMO,
dTPT3-dVMO, dTPT3-dQMO, dTPT3-dZMO, dTPT3-dCIMO, dTPT3-dTfMO, dTPT3-CNMO, d7Al-dMMS, dM7AI-dMMS,
dimPy-dMMS, dP7AI-dMMS, dPPP-dMMS, d8Q-dMMS, dICS-dMMS, dPICS-dMMS, dMICS-dMMS, d4MICS-dMMS,
d5MICS-dMMS, dNICS-dMMS, dONICS-dMMS, d70FP-dMMS, d70TP-dMMS, d40OTP-dMMS, dPYR-dMMS, d4MP-
dMMS, d3MP-dMMS, dPPYR-dMMS, dMOP-dMMS, d4MOP-dMMS, dSICS-dMMS, dSNICS-dMMS, d5SICS-dMMS,
d4SICS-dMMS, dTPT1-dMMS, dTPT2-dMMS, dFPT1-dMMS, dFTPT3-dMMS, d7AI-dDMS, dM7AI-dDMS, dimPy-dDMS,
dP7AI-dDMS, dPPP-dDMS, d8Q-dDMS, dICS-dDMS, dPICS-dDMS, dMICS-dDMS, d4MICS-dDMS, d5MICS-dDMS,
dNICS-dDMS, dONICS-dDMS, d70OFP-dDMS, d70TP-dDMS, d4OTP-dDMS, dPYR-dDMS, d4MP-dDMS, d3MP-dDMS,
dPPYR-dDMS, dMOP-dDMS, d4MOP-dDMS, dSICS-dDMS, dSNICS-dDMS, d5SICS-dDMS, d4SICS-dDMS, dTPT1-
dDMS, dTPT2-dDMS, dFPT1-dDMS, dFTPT3-dDMS, d7AI-dFEMS, dM7AI-dFEMS, dimPy-dFEMS, dP7AI-dFEMS,
dPPP-dFEMS, d8Q-dFEMS, dICS-dFEMS, dPICS-dFEMS, dMICS-dFEMS, d4MICS-dFEMS, d5MICS-dFEMS, dNICS-
dFEMS, dONICS-dFEMS, d70OFP-dFEMS, d7OTP-dFEMS, d4OTP-dFEMS, dPYR-dFEMS, d4MP-dFEMS, d3MP-
dFEMS, dPPYR-dFEMS, dMOP-dFEMS, d4MOP-dFEMS, dSICS-dFEMS, dSNICS-dFEMS, d5SICS-dFEMS, d4SICS-
dFEMS, dTPT1-dFEMS, dTPT2-dFEMS, dFPT1-dFEMS, dFTPT3-dFEMS, d7Al-dBrMS, dM7AI-dBrMS, dimPy-dBrMS,
dP7AI-dBrMS, dPPP-dBrMS, d8Q-dBrMS, dICS-dBrMS, dPICS-dBrMS, dMICS-dBrMS, d4MICS-dBrMS, d5MICS-
dBrMS, dNICS-dBrMS, dONICS-dBrMS, d70OFP-dBrMS, d70OTP-dBrMS, d4OTP-dBrMS, dPYR-dBrMS, d4MP-dBrMS,
d3MP-dBrMS, dPPYR-dBrMS, dMOP-dBrMS, d4MOP-dBrMS, dSICS-dBrMS, dSNICS-dBrMS, d5SICS-dBrMS, d4SICS-
dBrMS, dTPT1-dBrMS, dTPT2-dBrMS, dFPT1-dBrMS, dFTPT3-dBrMS, d7AI-dIMS, dM7AI-dIMS, dimPy-dIMS, dP7AlI-
dIMS, dPPP-dIMS, d8Q-dIMS, dICS-dIMS, dPICS-dIMS, dMICS-dIMS, d4MICS-dIMS, d5MICS-dIMS, dNICS-dIMS,
dONICS-dIMS, d70FP-dIMS, d70TP-dIMS, d4OTP-dIMS, dPYR-dIMS, d4MP-dIMS, d3MP-dIMS, dPPYR-dIMS, dMOP-
dIMS, d4MOP-dIMS, dSICS-dIMS, dSNICS-dIMS, d5SICS-dIMS, d4SICS-dIMS, dTPT1-dIMS, dTPT2-dIMS, dFPT1-
dIMS, dFTPT3-dIMS; en los que una o dos nucleobases no naturales del par de bases no natural pueden derivatizarse
con un enlazador.

Un oligonucleétido que comprende una nucleobase no natural divulgada en la presente memoria puede comprender
ademas una o mas bases no naturales adicionales, que incluyen, pero no se limitan a, 2-aminoadenin-9-ilo, 2-
aminoadenina, 2-F-adenina, 2-tiouracilo, 2-tio-timina, 2-tiocitosina, derivados 2-propil y alquil de adenina y guanina, 2-
amino-adenina, 2-amino-propil-adenina, 2-aminopiridina, 2-piridona, 2'-desoxiuridina, 2-amino-2'-desoxiadenosina 3-
deazaguanina, 3-deazaadenina, 4-tio-uracilo, 4-tio-timina, 5-il-uracilo, 9-il-hipoxantina (1), 5-metilcitosina, 5-hidroximetil
citosina, xantina, hipoxantina, 5-bromo, y 5-trifluorometil uracilos y citosinas; 5-halouracilo, 5-halocitosina, 5-propinil-
uracilo, 5-propinil citosina, 5-uracilo, 5 sustituido, 5-halo, pirimidinas 5-sustituidas, 5-hidroxicitosina, 5-bromocitosina, 5-
bromouracilo, 5- clorocitosina, citosina clorada, ciclocitosina, arabindsido de citosina, 5-fluorocitosina, fluoropirimidina,
fluorouracilo, 5,6-dihidrocitosina, 5-yodocitosina, hidroxiurea, yodouracilo, 5-nitrocitosina, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo,
5-fluorouracilo, y 5-yodouracilo, 6-alquil derivados de adenina y guanina, 6-azapirimidinas, 6-azo-uracilo, 6-azo citosina,
azacitosina, 6-azo-timina, 6-tio-guanina, 7-metilguanina, 7-metiladenina, 7-deazaguanina, 7-deazaguanosina, 7-deaza-
adenina, 7-deaza-8-azaguanina, 8-azaguanina, 8-azaadenina, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo y adeninas y guaninas
8-hidroxil sustituidas; N4-etilcitosina, purinas N-2 sustituidas, purinas N-6 sustituidas, purinas O-6 sustituidas, aquellas
que aumentan la estabilidad de la formacién duplex, acidos nucleicos universales, acidos nucleicos hidréfobos, acidos
nucleicos promiscuos, acidos nucleicos expandidos por tamafio, acidos nucleicos fluorados, pirimidinas ftriciclicas,
fenoxazina citidina([5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazina citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazina-2(3H)-
ona), abrazaderas G, fenoxazina citidina (9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol citidina
(2H-pirimido[4,5-bJindol-2-ona), piridoindol citidina (H-pirido [3',2":4,5] pirrolo [2,3-d] pirimidin-2-ona), 5-fluorouracilo, 5-
bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina,
N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
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beta-D-manosilqueosina,  5-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido
oxiacético 5-uracilo, wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo,
5-metiluracilo, acido oxiacético 5-uracil-metiléster, acido oxiacético 5-uracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-
carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina y aquellos en los que la base de purina o pirimidina se reemplaza
con un heterociclo.

Un oligonucledétido que comprende una nucleobase no natural divulgada en la presente memoria, puede comprender
ademas una fraccion de azlcar no natural, que incluye, pero no se limita a, una modificacion en la posicién 2": OH;
alquilo inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, CI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCHS3,
S0O2 CH3, ONO2, NO2, N3, NH2F; O-alquilo, S-alquilo, N-alquilo; O-alquenilo, S-alquenilo, N-alquenilo; O-alquinilo, S-
alquinilo, N-alquinilo; O-alquil-O-alquilo, 2'-F, 2'-OCH3, 2'-O(CH2) 20CH3 en las que el alquilo, alquenilo y alquinilo
pueden estar sustituidos o sustituidos en C1-C10, alquilo, alquenilo C2-C10, alquinilo C2 -C10, -O[(CH2)n O] mCH3, -
O(CH2)nOCH3, -O(CH2)n NH2, -O(CH2)n CH3, -O(CH2)n-ONH2 y -O(CH2)nON[(CH2)n CH3)]2, donde n y m son de 1
a aproximadamente 10; y/o una modificacion en la posicion 5": 5'-vinilo, 5'-metilo (R o S), una modificacién en la posicion
4', 4'-S, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision
de ARN, un grupo indicador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un
oligonucledtido, o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de un oligonucleétido, y cualquier
combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, el oligonucleétido que comprende una nucleobase no natural divulgada en la presente
memoria, comprende ademas una cadena principal no natural. Una cadena principal no natural incluye, pero no se limita
a, fosforotioato, fosforotioato quiral, fosforoditioato, fosfotriéster, aminoalquilfosfotriéster, fosfonatos C1-C10, fosfonato
3'-alquileno, fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos, 3'-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos,
tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, y boranofosfatos.

Los procedimientos para determinar la estabilidad de los duplex de oligonucleétidos que comprenden pares de bases no
naturales (con o sin enlazadores) incluyen analisis termodinamico mediante mediciones de dicroismo circular (CD) y
experimentos de fusiéon UV. En algunas realizaciones, se emplean estudios de estabilidad de ADN duplex para facilitar
la seleccidon de un par de bases de nucleétidos no natural adecuado, nucleobase no natural o derivados o sustituciones
de nucleobase no natural. Los pares de bases no naturales seleccionados adecuadamente incluyen aquellos que
aumentan la fidelidad de hibridacion de oligonucleétidos en otras posiciones dentro del duplex. Los pares de bases no
naturales seleccionadas adecuadamente incluyen aquellos que aumentan la estabilidad del oligonucledtido duplex.
Pueden usarse nucleobases seleccionadas adecuadamente para optimizar los oligonucledtidos para aplicaciones
biotecnoldgicas o terapéuticas donde la hibridacién y la discriminacion de alta fidelidad son criticas. En algunos casos,
un par de bases no natural es al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas, tan
estable como un par de bases natural en un oligonucleétido duplex. En algunos casos, la Tm de un duplex que
comprende uno o mas pares de bases no naturales es inferior a 10 °C, 9 °C, 8 °C, 7 °C, 6 °C, 5 °C, 4,5 °C, 4 °C, 3,5 °C,
3°C,29°C,28°C,2,7°C,26°C,25°C,24°C,2,3°C,22°C,21°C,2°C,1,9°C,1,8°C,1,7°C,16°C,15°C, 14
°C,1,3°C,1,2°C,1,1°C,1°C, 0,9 °C, 0,8 °C, 0,7 °C, 0,6 °C, 0,5 °C, 0,4 °C, 0,3 °C, 0,2 °C, 0,1 °C por debajo de la Tm
del mismo duplex en el que una o mas nucleobases no naturales se reemplazan con una o mas nucleobases naturales.
En algunas realizaciones, la presencia de un par de bases no natural en un oligonucleotidico duplex no perturba
significativamente la estructura duplex.

En algunas realizaciones, un oligonucleétido que comprende una nucleobase derivatizada con el enlazador permite la
modificacién especifica del sitio de ese ADN o ARN durante o después de la sintesis enzimatica. Un nucleétido no
natural divulgado en la presente memoria (por ejemplo, un nucleétido que comprende un analogo de nucleobase a o 3
no natural), en algunos casos, se modifica con un enlazador que permite la unién de diferentes grupos funcionales (por
ejemplo, carga) sin ablacién del reconocimiento de la polimerasa. Las funcionalidades especificas del sitio incluyen,
pero no se limitan a fluoréforos, asas de NMR para caracterizacion (por ejemplo, F19), sondas IR (por ejemplo, Grupos
azido y ciano), biotina (por ejemplo Para facilitar la identificacion y/o purificacion), etiquetas de afinidad, liposomas, y
nanoparticulas. En una realizacion, un enlazador proporciona bioconjugacion mediante acoplamiento cruzado (por
ejemplo, el grupo yodo). En una realizacién, un enlazador proporciona un asa para la bioconjugacion mediante quimica
de clic (por ejemplo, sustituyentes azido y alquino). En una realizacion, un oligonucledtido que comprende una
nucleobase derivatizada con el enlazador es util como cebador y/o baliza molecular.

Ademas, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, el uso de cualquier analogo de nucledsido
divulgado en la presente memoria (a o ), o analogos o derivados de los mismos, en la escision o funcionalizacion
especifica de un sitio de un oligonucleétido. En algunas realizaciones, un analogo de nucleésido comprende uno o mas
enlazadores configurados para modificacion especifica del sitio. Los ejemplos de anadlogos de nucleétidos que
comprenden una fraccion enlazadora incluyen, pero no se limitan a, d5SICSCO, d5SICSCC, dDMOCO, dDMOCC,
dMMO2pCO, dMMO2pCC, dTPT3, dTPT3A, dTPT3PA, dTPT3CO, dMMSpCO, dMMSPA y dTPT3 o formas de ribosilo
de los mismos, o analogos de los mismos. En esta memoria se divulgan, en diversas realizaciones, composiciones de
materia per se de los oligonucleétidos funcionalizados, procedimientos de preparacion de los oligonucledtidos
funcionalizados, y procedimientos de uso de los oligonucleétidos funcionalizados. Diversas realizaciones proporcionan
dTPT3, dTPT3PA, dTPT3A, dTPT3CO y dTPT3CC, u ofros analogos derivatizados con el enlazador de dTPT3,
incorporados en oligonucledtidos y la reaccion o derivatizacion adicional de estos analogos de nucleobase no naturales
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incorporados en un oligonucleétido con diversos reactivos para reaccion selectiva con los analogos de nucleobase no
naturales en un oligonucleétido en el que las nucleobases naturales (A, T, G, C, U) no reaccionan con estos reactivos en
ningun grado apreciable. La familia en base a dTPT3 de los nucledtidos no naturales que portan enlazador es
especialmente central, ya que hemos descubierto que se replican mas eficientemente por las ADN polimerasas que los
pares de bases que incluyen d5SICS o sus variantes derivatizados con el enlazador, lo que facilitara significativamente
muchas de las aplicaciones potenciales. En algunas realizaciones, el por ciento de incorporaciéon de un nucleétido no
natural que comprende un enlazador en un oligonucleétido es al menos 60 %, 65 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75
%, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %. En algunas realizaciones, el por ciento de extension de un nucleétido correcto
proximo en un oligonucledtido, en el que el nucledtido correcto proximo sigue a la incorporacion de un nucleétido no
natural que comprende un enlazador, es al menos 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %,
41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o
mas. En algunas realizaciones, la adicién de una funcionalidad especifica del sitio disminuye el por ciento de
incorporacion de un nucleétido no natural en un oligonucleétido por al menos aproximadamente 50 %, 45 %, 40 %, 35
%, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % 0 1 %. En algunas
realizaciones, la fidelidad de un nucleétido no natural derivatizado con el enlazador es al menos 98 %, 98,1 %, 98,2 %,
98,3 %, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 %, 98,9 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7
%, 99,8 %, 99,9 %, 99,91 %, 99,92 %, 99,93 %, 99,94 %, 99,95 %, 99,96 %, 99,97 %, 99,98 % o0 99,99 %. Por
consiguiente, en diversas realizaciones, en la presente memoria se divulgan procedimientos para usar los nucleétidos
no naturales derivatizados con el enlazador para producir ADN o ARN que se modifica especificamente en el sitio con
otra molécula de interés. En algunas realizaciones, la inclusion especifica del sitio de diferentes funcionalidades ocurre
antes o después de la amplificacion. En algunas realizaciones, la funcionalizacion especifica del sitio se emplea para
aplicaciones SELEX.

Una estrategia ejemplar para producir ADN o ARN que se modifica especificamente en el sitio con otra molécula de
interés se denomina estrategia de fosforotioato (Figura 3), que se basa en la incorporacion especifica del sitio de un
grupo fosforotioato en un ADN o ARN a través de un ribo o desoxirribo a-tiotrifosfato de uno de los nucledsidos no
naturales de la Figura 1 o 2. Después de la incorporacion en el ADN o el ARN, el fosforotioato puede usarse para
acoplar reactivos que portan fracciones de y-bromo-a,3-carbonil-, yodo (o bromo)acetil- o aziridinilsulfonamida para
producir ADN o ARN funcionalizado especificamente para el sitio. Alternativamente, después de la incorporacién en el
ADN o ARN, el fosforotioato puede usarse para escindir el ADN o ARN de forma especifica del sitio mediante el uso de
yodo en una solucion alcalina o yodoetanol, respectivamente. Por lo tanto, la estrategia del fosforotioato proporciona
una modificacion especifica del sitio de la cadena principal de acido nucleico, y proporciona un procedimiento de
escision especifica del sitio de la cadena de oligonucleétidos.

Otra estrategia para producir ADN o ARN que se modifica especificamente en el sitio con otra molécula o interés,
denominada estrategia de enlace (Figuras 4 y 5), hace uso de la derivatizacion de nucleobases no naturales con un
enlazador (Figura 2) que puede usarse para unir grupos funcionales de interés, ya sea antes de la polimerizacion
(mediante PCR o transcripcion mediada por ARN polimerasa de T7 mediante el uso de un reactivo de trifosfato de
nucleobase funcionalizado apropiado que se incorpora a la cadena de ADN o ARN que se sintetiza), o por reaccion del
enlazador de la nucleobase no natural después de la incorporacion a la cadena de oligonucleétidos con un reactivo de
funcionalizacion apropiado, por ejemplo, un reactivo que contiene NHS que también comprende el grupo funcional
conveniente, en el que el NHS reacciona con el grupo amino libre de una nucleobase no natural funcionalizada con
amino tal como d5SICS?A, dMMO2% dTPT3A. La Figura 4 también muestra la estrategia del enlazador de
funcionalizacion de amino mediante el uso de d5SICS* y dMMO2* que permite el doble marcaje especifico del sitio del
ADN duplex.

Por ejemplo, la funcionalizacién puede lograrse después de la incorporacion en el oligonucleétido de la nucleobase no
natural con el enlazador que porta un grupo amino primario (por ejemplo, dTPT3%). Mas especificamente, la
funcionalizacion puede llevarse a cabo mediante la reaccion del amino primario (por ejemplo, grupo propargilamino) y un
reactivo portador de carga que incluye un éster de N-hidroxisuccinimida (NHS) (Figura 4). Los analogos desarrollados
para esta aplicacion incluyen d5SICSA, d5SICSPA, dMMO2A, dMMO2PA, dTPT3PA, y dTPT3” (recuerde que "A" se refiere
al nucleodtido con una propargilamina y "PA" se refiere al mismo enlazador con un grupo protector, véase la Figura 2 y su
leyenda). El uso de dTPT3PA, que porta un grupo propargilamino primario protegido, y dTPT3%, que porta el grupo
propargilamino primario, para la funcionalizacién de oligonucleétidos de secuencia especifica, se divulga y reivindica en
la presente memoria.

La funcionalizacion especifica del sitio de un oligonucleétido también puede lograrse mediante el uso de la cicloadicion
de azida-alquino catalizada con cobre (I) (CUAAC) (es decir Estrategia de enlace "Quimica de clics"; Figura 5), y para
estas aplicaciones d5SICS®°, d5SICSCC, dDMO®®, dDMOCC, dMMO2PCO, dMMO2PCC, dTPT3C y dTPT3CC (Figura 2),
puede utilizarse. En cada caso, los ribosiltrifosfatos de las nucleobases no naturales pueden emplearse para la
transcripcion para producir ARN marcado especificamente para el sitio, y los desoxirribosiltrifosfatos de las nucleobases
no naturales pueden usarse, por ejemplo, en PCR, para producir ADN marcado especificamente para el sitio. Las
nucleobases no naturales que comprenden un grupo enlazador acetilénico (alquinilo) adecuado para usar en la
conjugacion de CuAAC, d5SICS®O, d5SICSCC, dDMOCC, dDMOCC, dMMO2PCC, dMMO2PCC, dTPT3CC y dTPT3CC, los
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procedimientos de su preparacion, y los procedimientos de su uso en la preparacion de tales oligonucleétidos marcados
especificamente para el sitio, se divulgan y reivindican en la presente memoria.

Demostracion de la estrategia general de fosforotioato (Figura 3). Para demostrar la viabilidad de nuestro sistema,
hemos preparado el a-tiotrifosfato del nucleétido no natural, d5SICS (d5SICS-aS), y lo hemos incorporado en el ADN
opuesto a su nucleétido no natural afin dNaM, mediante el uso de PCR estandar. La eficiencia de amplificacion y la
fidelidad de incorporacion de d(5SICS-aS)TP es superior al 99 % y practicamente idéntica a los resultados obtenidos
con d5SICS. Para funcionalizar este par de bases no natural, reaccionamos el enlace de fosforotioato incorporado
especificamente en el sitio con yodoacetil-PEG,-biotina para marcar el ADN duplex con la funcionalidad de biotina.?
Para caracterizar este aducto especifico del sitio, lo incubamos en presencia de estreptavidina y después cuantificamos
la funcionalizacion mediante el ensayo de cambio de gel. Pudimos convertir 60-70 % del enlace de fosforotioato en el
derivado funcionalizado, que es una eficiencia estandar (70 %) para los protocolos de marcaje informados previamente
en la literatura (Véase Fidanza, J. A.; Ozaki, H.; McLaughlin, L. W., Site-specific labeling of DNA sequences containing
phosphorothioate diesters. J. Am. Chem Soc. 2002, 114 (14), 5509-5517.). Estos derivados conjugados muestran una
alta estabilidad en condiciones tipicas para la desnaturalizacién por calor de los duplex de ADN, es decir a 50 °C
durante una noche dentro del rango de pH 6,0-8,3 (< 10 % de descomposicién), asi como a 95 °C durante 3 minutos a
pH 8,3 (<5 % de descomposicion). Prevemos que la estrategia del fosforotioato puede emplearse igualmente bien con
otros pares de bases no naturales, que incluyen d5SICS-dMMO2 y d5SICS-dNaM.

En la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, una estrategia de fosforotioato que usa un par de bases
no natural dTPT3-dNaM, dTPT3-dMMO2, o dTPT3-dDMO, y variantes de las mismas derivatizadas con el enlazador.

Las estrategias en base a fosforotioato y enlazador no son mutuamente excluyentes y cuando se combinan deberian
permitir que un sitio determinado se modifique simultdneamente con hasta tres grupos funcionales diferentes, uno se
une a una primera nucleobase de un par de nucleobases, un segundo se une a una segunda nucleobase de un par de
nucleobases, y un tercero se une a la cadena principal 5' inmediatamente a un nucleétido no natural.

Demostracion de la estrategia de enlace con la amina primaria (Figura 4). Para demostrar ain mas la viabilidad de
nuestro sistema, se sintetizaron y caracterizaron las variantes amino y amino protegidas derivatizados con el enlazador
de d5SICS y dMMO2 (Figura 2). Cuando los comparieros no naturales afines se emparejaron en el ADN opuesto,
demostramos que cada uno se amplificé bien por PCR y se transcribié en ARN. El acoplamiento de ADN que contiene
dMMO2* o d5SICS” preparado mediante amplificacién por PCR con NHS-éster biotina procede con 55 % y 70 % de
eficiencia, respectivamente.

Hemos demostrado que los ribonucledtidos trifosfatos de 5SICSPA, 5SICSA, MMO2PA o MMO2A, se transcriben en ARN
mediante la ARN polimerasa T7 con alta eficiencia y fidelidad (Figura 7).

En esta memoria se divulga, en diversas realizaciones, la modificacion especifica del sitio de ADN o ARN mediante el
uso de dTPT3-dNaM, dTPT3--dMMO2 o dTPT3"-(d)DMO (donde R es un enlazador, por ejemplo R = H para dTPT3, R
= 3-aminopropin-1-ilo para dTPT3*, R = dicloroacetil-3-aminopropin-1-ilo para dTPT3PA, R = 4-oxahepat-1,6-diin-1-ilo
para dTPT3¢C, R = hepta-1,6-diin-1-ilo para dTPT3¢C).

Demostracion de la estrategia general de enlace con alquinos. (Figura 5). Para demostrar aun mas la viabilidad de
nuestro sistema, hemos sintetizado y caracterizado las variantes funcionalizadas con alquinilo de d5SICS, dDMO y
dMMO2, que incluye d5SICSCC, d5SICSCC, dDMOC®, dDMOCC, dMMO2°PCO, dMMO2PCC (Figura 2) cada uno de estos
nucleétidos no naturales funcionalizados con alquino debe amplificarse de manera eficiente mediante PCR cuando esta
presente en el ADN. Una vez amplificado, el ADN que contiene, por ejemplo, el par de bases d5SICS®C-dNaM, puede
modificarse eficazmente especificamente en el sitio con moléculas pequefias o una o mas proteinas que poseen grupos
azida mediante el uso de quimica de Clic, por ejemplo, reacciones click catalizadas por cobre. También hemos
demostrado la utilidad de dEMO y dFEMO (Figura 2) para la incorporacion en oligonucleétidos y el uso de estos
oligonucledtidos funcionalizados en reacciones quimicas de clic con azidas para funcionalizar los oligonucleétidos de
una manera especifica del sitio.

Demostracién de la estrategia de enlace con dTPT3P* (Figura 6). La adicion de un enlazador a los andamios d5SICS y
dMMO2 reduce significativamente la eficiencia con la que los nucleétidos no naturales se incorporan enzimaticamente
en el ADN, lo que se espera que limite sus aplicaciones practicas. Sin embargo, hemos encontrado que el andamio
dTPT3 es mucho mas tolerante a la adicion del enlazador (Figura 6). Por ejemplo, dTPT3PATP se incorpora en un
cebador opuesto a dNaM en un templo por las ADN polimerasas con practicamente la misma eficiencia y fidelidad que
un par de bases naturales. En consecuencia, en la presente memoria se divulga, en diversas realizaciones, el uso de
nucleobases no naturales en base al andamio dTPT3, que incluye dTPT3P* (enlazador aminofuncional protegido),
dTPT3” (enlazador aminofuncional), y dTPT3%° (enlazador éter alquino-azida para la derivatizacion mediante quimica
de clics), y dTPT3CC (enlazador de trimetileno alquino-azida para la derivatizacion mediante quimica de clic) en la
sintesis de oligonucledtidos funcionalizados especificos del sitio.

El esquema 1 ilustra ejemplos de dTPT3 con diferentes enlazadores que podrian usarse para modificar el ADN o ARN
especificamente en el sitio.
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Esguema 1:
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Para mayor claridad solo se muestran las fracciones de nucleobase de andamio dTPT3, pero se entiende que se usan
como nucleodtidos. Las reacciones de funcionalizacion pueden llevarse a cabo antes o después de la incorporacién de
las nucleobases no naturales en un oligonucleétido. El esquema 1, reaccién superior, ilustra el uso de dTPT3* que
comprende un enlazador que porta una amina primaria que se acila mediante el uso de un éster activado para formar
una amida, en la que el grupo R comprende la carga. La reaccion intermedia del Esquema 1 ilustra el uso de dTPT3¢©
(dTPT3CC podria usarse también) que comprende un enlazador que porta alquinilo que reacciona con una azida para
producir un triazol mediante quimica de Clic, en el que el grupo R del triazol que se forma comprende la carga. La
reaccion inferior ilustra el caso mas general para un derivado de andamio dTPT3 que porta un grupo enlazador Ry con
una fraccion reactiva que puede formar selectivamente un enlace covalente con un grupo R que incluye una fraccion
reactiva complementaria a la fraccion reactiva del enlazador, por ejemplo, tiol-maleimida, hidrazina-aldehido, etc.

En una realizacion, un enlazador que comprende un grupo reactivo azida es util para unir una carga que comprende
alquino a través de una reaccioén de clic. En una realizacion, un enlazador que comprende un grupo tiol puede formar
enlaces disulfuro reversibles o enlaces irreversibles con una variedad de grupos de aceptacion de carga, que incluyen,
pero no se limitan a, maleimida, bromuro, yoduro, derivados de sulfonilo, ésteres activos y derivados de isotiocianato.
En una realizacion, un enlazador que comprende un grupo azida es reactivo con una molécula de carga que comprende
un grupo fosfina.

En una realizacion, un oligonucleétido que comprende una o mas nucleobases no naturales derivatizados con el
enlazador se configura para su uso como baliza molecular. El fluoréforo de la baliza molecular es una molécula de carga
unida a un centro reactivo de la nucleobase no natural derivatizada con el enlazador. Las moléculas de carga de
fluoréforo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, 6-FAM, Fluoresceina, Cy3™, JOE (6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-
dimetoxifluoresceina), Cy5™, TAMRA, MAX, TET™, ROX (carboxi-X-rodamina), TYE™ 563, Hexaclorofluoresceina,
TEX 615, TYE™ 665, TYE 705, Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 532, Alexa Fluor® 546, Alexa Fluor® 594, Alexa Fluor®
647, Alexa Fluor® 660, Alexa Fluor® 750, IRDye® 800CW, ATTO™ 488, ATTO™ 532, ATTO™ 550, ATTO™ 565,
ATTO™ Rho101, ATTO™ 590, ATTO™ 633, ATTO™ 647N, Rhodamine Green™-X, Rhodamine Red™-X, 5-TAMRA™,
Texas Red®-X, Lightcycler® 640 y Dy 750.

Un par de bases no natural, en algunas realizaciones, permite la inclusion especifica del sitio de diferentes
funcionalidades en el ADN para la Evolucidon sistematica de ligandos mediante aplicaciones de enriquecimiento
exponencial (SELEX), que incluye la generacion de aptameros de ADN y/o ARN. Los aptameros de ADN y ARN tienen
una variedad de objetivos, que incluyen acidos nucleicos, moléculas pequeias, péptidos, carbohidratos, y células.
SELEX incluye la creacion de una biblioteca de moléculas de acido nucleico, que contacta la biblioteca con moléculas
objetivo para seleccionar moléculas de acido nucleico que se unen a las moléculas objetivo, y amplifican los miembros
de la biblioteca que se unen a las moléculas objetivo. Se contindan rondas adicionales de seleccion y amplificacion
hasta que se recuperan suficientes aptameros. Un aptamero, en un aspecto, incluye cualquier base no natural divulgada
en la presente memoria. En algunas realizaciones, un experimento SELEX, en el que los componentes de la biblioteca
comprenden nucleobases no naturales, genera una afinidad de aptamero contra una molécula objetivo en 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 o menos rondas de seleccion que una biblioteca que no comprende nucleobases no naturales. En algunas
realizaciones, un aptamero que comprende una o mas nucleobases no naturales tiene una mayor afinidad por una
molécula objetivo que un aptamero que contiene solo nucleobases naturales. La adicion de una o mas nucleobases no
naturales en una biblioteca SELEX aumenta la diversidad quimica y estructural de los aptameros de ADN o ARN
resultantes. En algunas realizaciones, un aptamero no natural tiene al menos una afinidad nanomolar contra su
molécula objetivo. En algunas realizaciones, un aptamero no natural tiene al menos una afinidad picomolar contra su
molécula objetivo. Por ejemplo, un aptamero no natural tiene una afinidad por su molécula objetivo que esta entre 1 y
1.000 pM. En algunas realizaciones, un aptamero no natural tiene al menos una afinidad femtomolar por su molécula
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objetivo. Por ejemplo, un aptamero no natural tiene una afinidad por su molécula objetivo que esta entre 1 y 1.000 fM.
Un aptamero no natural seleccionado mediante el uso de SELEX puede comprender 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15,20 0
mas nucleobases no naturales. En algunas realizaciones, un aptamero no natural comprende dTPT3 o un derivado o
analogo del mismo. En algunas realizaciones, un aptamero no natural comprende una nucleobase que tiene la formula
ald4a o un derivado o analogo de la misma. En algunas realizaciones, un aptamero no natural comprende una
nucleobase que tiene la formula a14b o un derivado o analogo de la misma. En algunas realizaciones, un aptamero no
natural comprende una nucleobase que tiene la formula a14c o un derivado o andlogo de la misma. En algunas
realizaciones, un aptamero no natural comprende una nucleobase que tiene la formula a14d o un derivado o analogo de
la misma. En algunas realizaciones, un aptamero no natural comprende una nucleobase que tiene la formula a14e o un
derivado o analogo de la misma. En algunas realizaciones, un aptamero no natural comprende una nucleobase que
tiene la formula a14f o un derivado o analogo de la misma. En algunas realizaciones, un aptamero no natural
comprende una nucleobase que tiene la férmula 38a o un derivado o analogo de la misma. En algunas realizaciones, un
aptamero no natural comprende una nucleobase que tiene la férmula B8b o un derivado o analogo de la misma.

Se pueden proporcionar varias combinaciones de los componentes expuestos anteriormente con respecto a mezclas de
reaccion ejemplares y procedimientos de reaccién en forma de kit. Dicho kit puede incluir componentes individuales que
estan separados entre si, por ejemplo, que se transportan en recipientes o paquetes separados. Un kit puede incluir una
0 mas subcombinaciones de los componentes expuestos en la presente memoria, mediante la separacién de una o mas
subcombinaciones de otros componentes del kit. Las subcombinaciones pueden combinarse para crear una mezcla de
reaccion expuesta en la presente memoria (0 se combina para realizar una reaccion expuesta en la presente memoria).
En realizaciones particulares, una subcombinaciéon de componentes que esta presente en un recipiente o paquete
individual es insuficiente para realizar una reaccién expuesta en la presente memoria.

Sin embargo, el kit en su conjunto puede incluir una coleccidon de recipientes o paquetes cuyo contenido puede
combinarse para realizar una reaccién expuesta en la presente memoria.

Un kit puede incluir un material de embalaje adecuado para albergar el contenido del kit. EI material de embalaje se
construye mediante procedimientos bien conocidos, preferentemente para proporcionar un ambiente estéril, libre de
contaminantes. Los materiales de embalaje empleados en la presente memoria pueden incluir, por ejemplo, aquellos
utilizados habitualmente en kits comerciales vendidos para su uso con sistemas de secuenciacién de acido nucleico.
Los materiales de embalaje ejemplares incluyen, sin limitacion, vidrio, plastico, papel, papel de aluminio y similares,
capaces de contener dentro de limites fijos un componente expuesto en la presente memoria.

El material de embalaje puede incluir una etiqueta que indique un uso particular para los componentes. El uso para el kit
que se indica en la etiqueta puede ser uno o mas de los procedimientos expuestos en la presente memoria segun sea
apropiado para la combinacion particular de componentes presentes en el kit. Por ejemplo, una etiqueta puede indicar
que el kit es util para un procedimiento de conjugacién de una molécula de carga con una fraccion enlazadora de una
nucleobase no natural en un oligonucleoétido.

Las instrucciones para el uso de los reactivos o componentes empaquetados también se pueden incluir en un kit. Las
instrucciones tipicamente incluiran una expresion tangible que describa los parametros de reaccion, tales como las
cantidades relativas de los componentes del kit y la muestra a mezclar, los periodos de tiempo de mantenimiento para
los reactivos/aditivos de muestra, la temperatura, las condiciones del tampon y similares.

Se entendera que no todos los componentes necesarios para una reaccion particular necesitan estar presentes en un kit
particular. En su lugar, se pueden proporcionar uno o mas componentes adicionales de otras fuentes. Las instrucciones
proporcionadas con un kit pueden identificar el(los) componente(s) adicional(es) que se deben proporcionar y dénde se
pueden obtener.

En una realizacion, un kit proporciona una o mas nucleobases no naturales o derivados de las mismas y reactivos
configurados para realizar una funcionalizacion especifica del sitio mediante el uso de una o mas nucleobases o
derivados no naturales de las mismas.

Ejemplos

Actualmente, los nucledsidos y fosforamiditas libres de d5SICS y dNaM estan disponibles comercialmente en Berry and
Associates (Dexter, Ml).

Ejemplo 1. Cribado basado en PCR para identificar pares de bases no naturales.

Los trifosfatos del grupo a6 se prepararon a partir de los nucleésidos informados previamente (Kubelka, T., Slavetinska,
L., Eigner, V. y Hocek, M. Synthesis of 2,6-disubstituted pyridin-3-yl C-2'-deoxyribonucleosides through chemoselective
transformations of bromo-chloropyridine C-nucleosides. Org. Biomol. Chem., 11, 4702-4718) de acuerdo a Ludwig, J. y
Eckstein, F. Rapid and efficient synthesis of nucleoside 5'-0-(1-thiotriphosphates), 5'-triphosphates and 2',3'-
cyclophosphorothioates using 2-chloro-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-one. J. Org. Chem., 54, 631-635. La pureza
de todos los demas trifosfatos se confirmé mediante MALDI-TOF y UV-VIS. Las ADN polimerasas Taq y OneTaq se
adquirieron de New England Biolabs (Ipswich, MA). Se adquirié una mezcla de dNTP de Fermentas (Glen Burnie, MD).
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La tincion de gel de acido nucleico SYBR Green | (10.000 x) se adquirié de Life Technologies (Carlsbad, CA). La
sintesis de las plantillas de ADN, D8 (Malyshev, D.A., Dhami, K., Quach, H.T., Lavergne, T., Ordoukhanian, P.,
Torkamani, A. y Romesberg, F.E. Efficient and sequence-independent replication of DNA containing a third base pair
establishes a functional six-letter genetic alphabet. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109 (30), 2012, 12005-12010), usada
para para las rondas de cribado 1-5, y D6 (Malyshev, D.A., Seo, Y.J., Ordoukhanian, P. y Romesberg, F.E. PCR with an
expanded genetic alphabet. J. Am. Chem Soc., 131, 14620-14621), usada para todas las demas amplificaciones, se
describioé anteriormente. La secuenciacion de Sanger se realizd como se describié anteriormente (Malyshev, D.A,,
Dhami, K., Quach, H.T., Lavergne, T., Ordoukhanian, P., Torkamani, A. and Romesberg, F.E. Efficient and sequence-
independent replication of DNA containing a third base pair establishes a functional six-letter genetic alphabet. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 109, 12005-12010). Las trazas de secuenciacion de Sanger sin procesar se usaron para
determinar el por ciento de retencién de los pares de bases no naturales, que se convirtié en fidelidad por duplicacion,
como se describe (Malyshev, D.A., Dhami, K., Quach, H.T., Lavergne, T., Ordoukhanian, P., Torkamani, A. y
Romesberg, F.E. Efficient and sequence-independent replication of DNA containing a third base pair establishes a
functional six-letter genetic alphabet. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109, 12005-12010; Malyshev, D.A., Seo, Y.J,,
Ordoukhanian, P. y Romesberg, F.E. PCR with an expanded genetic alphabet. J. Am. Chem. Soc., 131, 14620-14621).

Todas las amplificaciones por PCR se realizaron en un sistema de deteccion de PCR en tiempo real CFX Connect (Bio-
Rad), en un volumen total de 25 pl mediante el uso de las siguientes condiciones: Tampoén de reaccion OneTaq 1 x,
Sybr Green | 0,5 x, MgSO4 ajustado a 4,0 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 50 uM de cada trifosfato no natural, 1 mM de
Primer1 y Primer2 (Véase la Tabla 2), y 0,02 U/ul de ADN polimerasa. Otras condiciones especificas para cada ronda
de cribado se describen en la Tabla 3. Los productos amplificados se purificaron mediante el uso de columnas de
centrifugacion DNA Clean y Concentrator-5 de Zymo Research (Irvine, CA). Después de la purificacion, los productos de
PCR se secuenciaron en un analizador de ADN 3730 (Applied Biosystems) para determinar la retencion del par de
bases no natural como se describe a continuacion. La fidelidad se caracterizé por la retencion de pares de bases no
naturales (UBP) segin se determind mediante secuenciacion con Primer1 en un analizador de ADN 3730 (Applied
Biosystems).

Tabla 2. Secuencias de ADN.

Nombre Secuencia (5'a 3') Anotaciones

Cebador1 CACACAGGAAACAGCTATGAC Cebadores para
PCR

Cebador2 GAAATTAATACGACTCACTATAGG

Cebador1- ITTTTTTTTTTTTTTTTTTITITTTTTTTTTTITTITITITITTITTITTITTTITITIT Cebadores para la

poli-dT TTTTTTCACACAGGAAACAGCTATGAC secuenciacion de
Sanger

Cebador2-

poli-dT ITTTTTTTTTTTTTTTTTTITITTTTTTTTTTITTITITITITTITTITTITTTITTITIT

TTTTTTTTGAAATTAATACGACTCACTATAGG

o8 CACACAGGAAACAGCTATGACCCGGGTTATTACATGCGCTAGCACTT
GGAATTCACAATACT NaM TCTTTAAGGAAACCATAGTAAATCTCCTT
CTTAAAGTTAAGCTTAACCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC

D6 N = nucledtido
CACACAGGAAACAGCTATGACCCGGGTTATTACATGCGCTAGCACTT natural
GGAATTCACCAGACGNNN NaM NNNCGGGACCCATAGTAAATCTCCT aleatorizado

TCTTAAAGTTAAGCTTAACCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC

35



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2773 547 T3

Tabla 3. Condiciones de PCR para cada ronda consecutiva del cribado por PCR.

Componentes de la reaccion Rondas 1-4 Ronda 5 Ronda 6 Caracterizacion final de PCR
Tampoén OneTaqg 1 x OneTaqg 1 x OneTaqg 1 x OneTaqg 1 x OneTaqg 1 x
Enzima OneTaq Taq OneTago Taq |Taq OneTaq
Plantilla D82 (0,1 ng) |D82(0,1ng) [D62(0,01ng) |D62(0,01ng) |D62(0,01ng)
Condiciones térmicas
Desnaturalizacion inicial 96 °C, 60 s 96 °C, 60 s 96 °C, 60 s 96 °C, 60 s 96 °C, 60 s
Desnaturalizacion 96 °C, 10 s 96 °C, 10 s 96 °C, 5s 96 °C, 5s 96 °C, 10 s
Hibridacion 60 °C, 15s 60 °C, 15s 60 °C,5s 60 °C,5s 60 °C,5s
Extension 68 °C,60s 68 °C,60s 68 °C, 10 s 68 °C, 10 s 68 °C, 30s
numero de ciclos 16 16 24 16 +16 +20° 16 +16 +20°

@ \Véase la Tabla 2 para las secuencias de las plantillas y los cebadores. ? La cantidad inicial de plantilla fue de 0,01
ng. La mezcla de PCR se amplificé durante 16 ciclos, se diluy6é 40.000 veces y se amplifico durante otros 16 ciclos.
La etapa de dilucion/amplificacion se repitié y dié como resultado 52 ciclos totales de amplificacion.

Condiciones especificas del ensayo de PCR. La PCR con los UBP mas prometedores se realizd con las condiciones
que se describen en la Tabla 3. Los productos de PCR se purificaron adicionalmente en geles de agarosa al 2 %,
seguido de una escision de banda Unica y posterior limpieza mediante el uso del kit de recuperacion de ADN Zymoclean
Gel de Zymo Research. Después de la elucién con 20 ul de agua, se midio la concentracion de ADN mediante el uso de
un colorante fluorescente (kit de ensayo Quant-iT dsDNA HS, Life Technologies), y los amplicones purificados se
secuenciaron por triplicado con Primer1 y Primer2 para determinar la retencién de UBP y, por lo tanto, la fidelidad de
amplificacion. La amplificacion de ADN que contiene los pares que involucran analogos del grupo a6 se realizé con la
polimerasa OneTaq en las siguientes condiciones de ciclo térmico: desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 1 min; 16
ciclos de 96 °C durante 10 s, 60 °C durante 15 s, 68 °C durante 1 min. La fidelidad se determind mediante
secuenciacion de amplicones en la direccion de Primer1 por triplicado. La amplificacion del ADN que contiene los UBP
formados entre dTPT3 y d2MN o dDM2 se realizé mediante el uso de polimerasas OneTaq o Taq durante 16 ciclos en
las siguientes condiciones de ciclo térmico: 1) OneTaq: desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 1 min, 96 °C durante 10
s, 60 °C durante 15 s, 68 °C durante 1 min; o 2) Taq: desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 1 min, 96 °C durante 5 s,
60 °C durante 5 s, 68 °C durante 10 s. La fidelidad se determindé mediante la secuenciacion de los amplicones en la
direccion de Primer1 por triplicado.

Resultados. Para cribar los UBP bien replicados, los trifosfatos de desoxinucledsidos no naturales se agruparon para su
analisis en analogos de dMMO2/dNaM- o d5SICS/dTPT3, aunque la distincién no esta completamente clara en todos
los casos. En total, 80 analogos dMMO2/dNaM se agruparon en doce "grupos a" (a1 - a12; Figura 8), y 31 analogos
d5SICS/dTPT3 se agruparon en seis "grupos B" (B1 - B6; Figura 9). Tenga en cuenta que las designaciones de grupo
usados aqui no deben confundirse con la designacion de anémero (todos los analogos examinados son glucésidos ).
Ademas, para aumentar el contenido de la relacion estructura-actividad (SAR) del cribado, se fosforilaron e incluyeron
como grupo a6 siete analogos de nucledsidos informados previamente (dTOK576-dTOK588) con nucleobases de
piridilo sustituido (Kubelka, T., Slavetinska, L., Eigner, V. y Hocekm M. Synthesis of 2,6-disubstituted pyridin-3-yl C-2'-
deoxyribonucleosides through chemoselective transformations of bromo-chloropyridine C-nucleosides. Org. Biomol.
Chem., 11, 4702-4718.). Para el cribado, se amplificé por PCR una plantilla de ADN monocatenario de 134 mer que
contiene un dNaM ubicada centralmente (se denomina D8) en presencia de trifosfatos naturales (200 uM cada uno),
todas las combinaciones de un grupo a y 3 de un trifosfato se muestra en las Figuras 8 y 9 (50 uM cada una) y 0,02 U/pl
de ADN polimerasa. Durante la primera ronda de PCR, las plantillas dNaM incorporan un analogo a y después se
reemplaza por un analogo 3 cuando la cadena original se copia en la segunda ronda, con la amplificaciéon de los UBP
resultantes en rondas posteriores. El producto de amplificacion de cada reaccion se analizé mediante secuenciacion de
Sanger. La presencia de un nucledtido no natural da como resultado la terminacion abrupta del cromatograma de
secuenciacion, lo que permite cuantificar el nivel de retencion de UBP por la cantidad de lectura. El porcentaje de UBP
retenido en el ADN después de la amplificacion durante cada ronda de cribado se muestra en la Figura 14.

La primera ronda de cribado emple6é 0,1 ng de plantilla y 16 ciclos de amplificacion en condiciones relativamente
permisivas que incluyeron la polimerasa OneTaq y un tiempo de extension de 1 minuto. Para este ejemplo, OneTaq se
considera permisivo porque es una mezcla de Taq (una polimerasa de la familia A) y Deep Vent (una polimerasa de la
familia B), y esta ultima posee correccion de lectura exonucleotidica que permite la escisioén de un trifosfato incorporado
incorrectamente. En estas condiciones, solo los pares que involucran al grupo 5 o 36 mostraron alta retencion.

Las combinaciones de 35 o 6 y los grupos a que mostraron la retenciéon mas alta progresaron a una segunda ronda de

cribado, en la que se dividieron en grupos mas pequefios (se indican por a, b o c; Figuras 8 y 9). Se observo una alta
retencion (297 %) con B5a y a2c, a9a, a9c, a10a, a10c, a12b o a12c; con 5b y a9a, a9b, a10c o a12b; y con B6b y

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2773 547 T3

a10c. Se observé retencion moderada (84 - 96 %) con B5a y ala, alb, a6a, a9b, a10b o a12a; 5b y ala, alb, a2c,
a6a, a9c, a10a, a12a o a12c; B6a y alb o a10c; y B6b y ala, aba, a9a-c, a10a, a10b o a12a-c.

Para una tercera ronda de cribado, los analogos a se analizaron en grupos de solo uno a tres compuestos, y el grupo
B6a se subdividid en sus dos trifosfatos constituyentes, dTPT1TP y dFPT1TP. La retencion mas alta (290 %) se observo
con B5a y ala, a2cll, a9a-c, a10al, a10all, a10c, a12b o dTIMOTP; $5b y a9a, a9c, o a10c; dFPT1TP y a10al; y B6b y
ala, a9a-c, al0al, a10all, a10c, a12b, dNMOTP, dTfMOTP, o dCNMOTP. Solo se observé ligeramente menos
retencion (80-89 %) con B5a y a2cl, a12a, dANMOTP, dQMOTP, o dTOK587TP; 35b y a1a, a2cll, a10al, a10all, a12b o
dTOKS587TP; dFPT1TP y a10c; y B6b y a12a, dQMOTP, dFuMO1TP o dTOK587TP.

Para una cuarta ronda de cribado, todos los derivados a de la Figura 9 se analizaron como trifosfatos individuales, con
la excepcion de a9b y a9c, que permanecieron agrupados. La retencion mas alta (=91 %) se observé con f5a y a9b,
a9c, dFIMOTP, dIMOTP, dFEMOTP, dMMO2TP, d20MeTP, dDMOTP, d5FMTP, dNaMTP, dVMOTP, dZMOTP,
dC1MOTP, dTfMOTP, dQMOTP, d2MNTP, dDM2TP, o dTOK587TP, B5b y a9b, a9c, dFIMOTP, dIMOTP, dFEMOTP,
dNaMTP, dZMOTP, dC1MOTP, dQMOTP, dMM1TP, dDM2TP, o dTOK587TP; analogo 36 de dFPT1TP y analogos a de
d20MeTP o dNaMTP; y B6b y a9b, a9c, dFIMOTP, dIMOTP, dFEMOTP, dMMO2TP, dDMOTP, dTMOTP, dNMOTP,
d5FMTP, dNaMTP, dVMOTP, dZMOTP, dC1MOTP, dTfMOTP, dQMOTP, dCNMOTP, d2MNTP, dTOK587TP, o
dFUMO2TP.

Para aumentar la rigurosidad del cribado, se realizé una quinta ronda con polimerasa Taq en lugar de OneTaq, ya que
esta carece de actividad de correccion de lectura de exonucleasa vy, por lo tanto, aumenta la sensibilidad a la sintesis de
pares erréneos. Esta ronda también separd todos los grupos a y B restantes en trifosfatos individuales. La retencion
mas alta (290 %) se observo con dSICSTP y dNaMTP; dSNICSTP y dNaMTP; dTPT2TP y dFDMOTP; dTPT3TP y
dFIMOTP, dIMOTP o dNaMTP; y dFTPT3TP y dFIMOTP, dIMOTP, dFEMOTP, dNMOTP, dNaMTP, dC1MOTP,
dTfMOTP o dCNMOTP.

Para diferenciar mejor entre los UBP, avanzamos los sesenta y dos UBP candidatos mas prometedores a una sexta
ronda de cribado en la que la concentracion de la plantilla se redujo 10 veces (a 10 pg) para permitir una mayor
amplificacién y, por lo tanto, permitir una mayor discriminacion, y la plantilla se cambi6 a D6 (Malyshev, D.A., Seo, Y.J.,
Ordoukhanian, P. and Romesberg, F.E. PCR with an expanded genetic alphabet. J. Am. Chem Soc., 131, 14620-
14621), donde los tres nucledtidos flanqueantes a cada lado del nucledtido no natural se aleatorizan entre los
nucledtidos naturales. Ademas, los pasos de desnaturalizacion e hibridacion se redujeron a 5 s cada uno, y el tiempo de
extension se redujo a 10 s. En estas condiciones, exploramos la amplificacion con OneTaq o con Taq solo. Los
resultados con OneTaq mostraron la mayor retencion (> 95 %) con dSICSTP y dNaMTP; dSNICSTP y dFEMOTP;
dTPT3TP y dFIMOTP, dIMOTP, dFEMOTP, dZMOTP, o dNaMTP; y dFTPT3TP y dIMOTP o dFEMOTP. Se observo
retencion moderada (86 % - 94 %) con dSICSTP y dFEMOTP o dDM2TP; d5SICSTP y dNaMTP; dSNICSTP o dIMOTP;
dTPT2TP y dNaMTP; dTPT3TP y dNMOTP, dC1MOTP, dQMOTP, dCNMOTP o d2MNTP; y dFTPT3TP y dFIMOTP,
dNaMTP, dZMOTP, dC1MOTP, dTfMOTP o dCNMOTP. Si bien la retencién durante la amplificacion mediada por Taq
se redujo en general en relacion con la de OneTagq, las tendencias generales fueron similares. La retencion mas alta (>
96 %) se observo con dTPT3TP y dFIMOTP o dIMOTP, y con dFTPT3TP y dFIMOTP. Solo se observé una retencién
ligeramente inferior (89 %-94 %) con dTPT3TP y dFEMOTP, dNaMTP o dCNMOTP; y dFTPT3TP y dIMOTP,
dFEMOTP, dNaMTP, dC1MOTP, dCNMOTP o d2MNTP.

La amplificaciéon con las combinaciones mas prometedoras de trifosfatos, dTPT3TP o dFTPT3TP y dFIMOTP, dIMOTP,
dFEMOTP o dNaMTP, se realizdé después durante 52 ciclos con Taq y un tiempo de extension de 10 s, para explorar
condiciones particularmente estrictas, o con OneTaq y 30 s tiempo de extensiéon, para explorar condiciones mas
practicas (Tabla 4). Las dos cadenas amplificadas se secuenciaron por triplicado para determinar la retencion de UBP
con alta precision. Con Taq, dTPT3-dNaM, dTPT3-dFIMO, dFTPT3-dNaM, y dFTPT3-dFIMO mostraron la mayor
retencion, mientras que los pares que implican dIMO y dFEMO mostraron algo menos de retencion. dTPT3-dNaM y
dFTPT3-dNaM mostraron la mayor retencion con OneTaq, seguidos de cerca por dFTPT3-dFIMO y dTPT3-dFIMO.
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Tabla 4.
dBTP daTP Amplificacion, 10'?x Retencion, % Fidelidad por duplicacion, %
Taq 10 s de Extension

TPT3 FIMO 8,5 84+3 99,60 + 0,09
IMO 6,3 815 99,50 £ 0,15
FEMO 5,0 79+3 99,44 + 0,09
NaM 5,8 86,5+ 0,5 99,66 + 0,01

FTPT3 FIMO 4,8 84+3 99,60 + 0,09
IMO 5,6 82+5 99,54 +0,13
FEMO 57 814 99,51 £ 0,11
NaM 3,7 91+6 99,76 £ 0,15

5SICS NaM 9,3 < 50b <85>

OneTaq, 1 min de Extension

TPT3 FIMO 8,7 84,7 £1,1 99,61+ 0,03
IMO 9,4 82,9+1,7 99,56 + 0,05
FEMO 10,4 82,2+1,0 99,55 + 0,03
NaM 8,3 91,2+1,3 99,79+ 0,03

FTPT3 FIMO 8,2 86+3 99,65 + 0,08
IMO 7,1 76,8+ 1,6 99,38 £ 0,05
FEMO 6,3 72,4+£1,4 99,24 + 0,04
NaM 7,0 902 99,76 + 0,06

5SICS NaM 8,1 77,1+£0,7 99,00 + 0,02

aLa retencion vy la fidelidad determinadas como se describe en el Ejemplo 1. °La retencion de UBP por debajo del 50
% vy, por lo tanto, se estima que la fidelidad sea < 85 %.

Los datos del cribado sugieren que varios pares formados entre dTPT3 y los derivados de a6 en base a piridina que no
se examinaron previamente se replicaron razonablemente bien. Por lo tanto, examinamos por triplicado la amplificacién
del ADN que contiene estos UBP mediante el uso de OneTaq y 16 ciclos de amplificacion con tiempos de extension de
1 min (Tabla 5). Los pares formados entre dTPT3 y dTOK580, dTOK582 o dTOK586 se replicaron mal. Sin embargo, los
pares formados entre dTPT3 y dTOK588, dTOK581, dTOK576 y dTOK587 se amplificaron con una retencion del 62 %,
65 %, 85 % y 94 %, respectivamente.
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Tabla 5. Los datos de amplificacion y fidelidad de dTPT3 contra derivados basados en piridina del grupo a6; DM5,
MMO2, DMO y NaM también se caracterizaron para la comparaciéon de andamios.

dpTP daTP Amplificacion Retencién, % Fidelidad, %
TPT3 TOK576 780 85,20+ 1,12 98,35+ 0,14
TPT3 TOK580 1056 < 50° < 85°

TPT3 TOK581 1034 65,07 £ 0,15 95,80 + 0,02
TPT3 TOK582 1240 < 50° < 85°

TPT3 TOK586 948 < 50° < 85°

TPT3 TOK587 818 93,81+1,35 99,34+ 0,15
TPT3 TOK588 666 61,98 7,09 94,99 + 1,13
TPT3 DM5 -a -a -a

TPT3 MMO2 1096 90,95 + 3,63 99,06 + 0,40
TPT3 DMO 864 84,02+ 1,92 98,23 + 0,23
TPT3 NaM 1004 99,23+ 1,12 99,92 + 0,11
a No se detectd amplificacion para esta muestra. ® La retencion de pares de bases no naturales fue inferior al 50 %
y, por lo tanto, la fidelidad se estima inferior al 85 %.

Finalmente, los datos del cribado sugieren que los pares formados entre dTPT3 y d2MN o dDM2 se replican
razonablemente bien, a pesar de que ni d2MN ni dDM2 poseen un aceptor de enlace orto H supuestamente esencial.
Por lo tanto, estos pares se examinaron adicionalmente a través de 16 ciclos de amplificacion con OneTaq o Taq solo, y
con tiempos de extension de 1 min o 10 s (Tabla 6). Con Taq solo, se observd solamente una pobre retencion. Sin
embargo, con OneTagq, la retencion fue mejor para ambos pares. La retencion del par dTPT3-dDM2 es 58 % y 69 % con
tiempos de extension de 1 min'y 10 s, respectivamente. Sorprendentemente, dTPT3-d2MN se amplifica con retenciones

de 96 % y 94 % con tiempos de extensién de 1 min y 10 s, respectivamente.

Tabla 6. Amplificacion y datos de fidelidad de dTPT3 contra d2MN o dDM2, analogos a sin un aceptador de enlace H

orto.
Enzima dpTP daTP B(?(r-:‘nnici)én de Amplificacion Retencién, % glijdp?il(i:c:a?:cijén, % por
OneTaq TPT3 |2MN 1 min 880 95,54 + 1,55 99,53 + 0,17
10s 224 93,53 + 1,42 99,15+ 0,20
TPT3 |DM2 1 min 1420 57,92 + 6,02 94,89 + 0,94
10s 376 68,46 + 4,34 95,65+ 0,72
Taq TPT3 2MN 1 min -2 - -
10s -2 - -
TPT3 |DM2 1 min 334 < 50° < 85°
10s 266 < 50° < 85°
2 No se detectd amplificacion para estas muestras. P La retencion de pares de bases no naturales fue inferior al 50 %
y, por lo tanto, la fidelidad se estima inferior al 85 %.

Discusion. En esta memoria se realizé un cribado basado en PCR para identificar los UBP mas prometedores. Para
aumentar el contenido de SAR del cribado, se incluyeron siete derivados a novedosos que se basan en un andamio de
piridilo con diferentes sustituyentes en las posiciones orto y para al enlace glucosidico.

Datos de relaciéon estructura-actividad. Incluso en condiciones permisivas, donde estaba presente la actividad de
correccion de lectura exonucleotidica y los tiempos de extension fueron de 1 minuto, solo los grupos mixtos de analogos
a con analogos 3 mostraron niveles significativos de retencion, lo que demuestra que la replicacién eficiente requiere el
emparejamiento de un andamio a con un andamio 3. Sin embargo, los Unicos grupos d que mostraron alta retencion
fueron B5 y B6. Esto revela el estatus privilegiado del andamio tipo d5 SIC S/dTPT3 en relacion con todos los demas
examinados. La contribucion dominante a la alta retenciéon con el grupo B5 resulté no ser el resultado de pares que
involucran d5SICS, sino mas bien de pares que involucran dSICS y, en menor medida, dSNICS. Por ejemplo, en todas
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las condiciones, dSICS-dNaM se replico mejor que d5SICS-dNaM. d5SICS resultd de la optimizacion de dSICS para
emparejarse con dMMO?2; aparentemente, el aumento del volumen de dNaM hace que el grupo metilo afiadido sea
perjudicial. Ademas, dSNICS-dNaM se replica casi tan bien (con OneTaq) o mejor (con Taq) que d5SICS-dNaM, lo que
sugiere que un sustituyente 6-aza optimiza la sintesis de UBP tras facilitar la insercién del trifosfato no natural opuesto a
dNaM o tras aumentar la eficiencia con que las plantillas de nucleétidos no naturales realizan la insercién de dNaMTP.
Finalmente, dSNICS-dFEMO también se replica mejor que d5SICS-dNaM, pero solo en presencia de correccion de
lectura, lo que sugiere que si bien la insercion de trifosfato puede ser menos eficiente, una mayor eficiencia de la
extension da como resultado un aumento general de la fidelidad. La contribucién dominante a la retencion de alta
fidelidad con el grupo (36 la proporcionaron dTPT3 y dFTPT3. En general, ambos se emparejaron bien con dNaM,
dFEMO, dFIMO o dIMO. dTPT3 se apared especialmente bien con dFIMO y dIMO, lo que sugiere que el sustituyente
para-yodo media interacciones favorables, y este también se apared bien con dFEMO y especialmente dNaM cuando la
actividad de exonucleasa estaba presente. dFTPT3 se apared bien con dIMO o dFEMO en presencia de actividad de
exonucleasa, asi como con dFIMO y dNaM en su ausencia.

Mientras que el sustituyente de nitrégeno de los analogos a en base a piridina (grupo a6) fue en general perjudicial para
la replicacion, un analisis mas detallado de los UBP formados con dTPT3 revel6 varias tendencias. Un sustituyente
metilo, cloro o amino en la posicion orto al enlace C-glucosidico dio como resultado pares replicados pobremente, lo que
presumiblemente se debe a una extensién pobre después de la incorporacion del trifosfato no natural. El sustituyente
orto-metoxi de dTOK581 dio como resultado una mejor replicacion, que presumiblemente se debe a su capacidad de
empaquetarse hidrofébicamente con la plantilla durante la sintesis de UBP y aceptar un enlace H con un donante de
enlace H en base a polimerasa durante la extension. Los datos también revelaron que el sustituyente orto de
metilsulfanilo de dTOK588, dTOK576 y especialmente dTOK587 da como resultado una mejor replicacion. Es probable
que esta mejora se deba a un compromiso mas optimizado entre la capacidad de empacar hidrofébicamente y la
capacidad de aceptar un enlace H de la polimerasa en el terminal del cebador. Ademas, el sustituyente para en esta
serie de derivados puede contribuir a una replicaciéon eficiente, un sustituyente bromo es el mejor, seguido de un
segundo grupo metilsulfanilo y, finalmente, un grupo metilo simple. Cuando dTOK587, con su combinacion de los
sustituyentes orto-metilsulfanilo y para-bromo, se combiné con dTPT3, el UBP resultante se replicé con OneTaq y 1 min
de tiempo de extension con una fidelidad (claculado a partir del nivel de retencion) del 99,3 %, que es ligeramente mejor
que d5SICS-dMMO2 en condiciones similares. Claramente, los sustituyentes similares orto-metilsulfanilo y para-bromo
deben examinarse con los andamios similares a a replicados de manera mas eficiente, tales como dFIMO y dNaM.

También merece discusion la replicacion de los pares formados entre dTPT3 y d2MN o dDM2. ElI ADN que contiene
estos pares no se amplifica solo con Taqg, sino que también se amplifica bien con OneTaq. Este resultado fue
inesperado porque ni d2MN ni dDM2 poseen el aceptador de enlace H orto que se ha postulado que es esencial para la
extension del terminal cebador naciente (natural o no natural). Especificamente, cuando se coloca un nucleétido en el
terminal del cebador en crecimiento, el aceptor de enlace H se dispone en el surco menor en desarrollo donde este
acepta un enlace H de la polimerasa, y se cree que este enlace H es necesario para la alineacion correcta del terminal.
Cuando se amplifica con OneTaq y un tiempo de extension de 1 min, dTPT3-d2MN se replica con una fidelidad del 99,5
%, que solo cae al 99,1 % cuando el tiempo de extension se reduce a 10 s. La ausencia de amplificaciéon en ausencia de
correccion de lectura, junto con la Unica pequefia disminucién observada en presencia de correccion de lectura cuando
se reducen los tiempos de extensién, implica que la amplificacion del ADN de fidelidad sorprendentemente alta que
contiene dTPT3-d2MN da como resultado la extension selectiva del UBP en relacion con emparejamientos erroneos.
Esto sugiere que la ausencia de un aceptador de enlaces H orto es mas perjudicial para la extension de un
emparejamiento erroneo que para la extension de los UBP.

Esfuerzos hacia la expansion del alfabeto genético. En general, los datos confirman que dTPT3-dNaM es el UBP mas
prometedor de los analizados. Sin embargo, también son prometedores, los pares formados entre dTPT3 y dFEMO,
dFIMO, o dIMO, o entre dFTPT3 y dNaM, dFEMO, dFIMO, o dIMO. Ademas de los UBP mas prometedores
mencionados anteriormente, es digno de mencién que un numero notable de pares nuevos adicionales se replican con
solo una fidelidad moderadamente reducida, o se replican con una alta fidelidad cuando la amplificacion se realiza en
condiciones menos estrictas (Tabla 7). Junto con los UBP replicados mas eficientemente, estos pares proporcionan una
amplia gama de andamios con diversas propiedades fisicoquimicas para esfuerzos de optimizacion adicionales, donde
se espera que diferentes propiedades fisicoquimicas otorguen diferentes propiedades de tipo farmacocinético a los
nucledtidos constituyentes.
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Tabla 7.
dpTP daTP Retencion %
SICS NaM 992
SICS FEMO 92°b
SNICS NaM 90°
SNICS FEMO 95°
SNICS IMO 88°
TPT3 NMO 89°
TPT3 ZMO 86°
TPT3 CiMmO 90°
TPT3 QMo 90°
TPT3 CNMO 91b
FTPT3 NMO 942
FTPT3 ZMO 88
FTPT3 CiMmO 97e
FTPT3 QMo 87¢
FTPT3 CNMO 942

aCondiciones de PCR: Plantilla de 100 pg de D8 amplificada durante 16 ciclos con polimerasa Taq en condiciones de
termociclado: desnaturalizacién inicial a 96 °C durante 1 min, 96 °C durante 30 s, 60 °C durante 15 s, 68 °C durante
60 s. "Condiciones de PCR: Plantilla de 10 pg de D6 amplificada durante 24 ciclos con polimerasa OneTaqg en
condiciones de termociclado: desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 1 min, 96 °C durante 5 s, 60 °C durante 5 s,
68 °C durante 10 s.

Ejemplo 2. Procedimiento general de sintesis de trifosfato.

Se disolvieron la esponja de protones (1,3 equiv) y el derivado de nucledsido libre (1,0 equiv) en trimetil fosfato seco (40
equiv) y se enfriaron a -15 °C en atmosfera de nitrogeno. Se afiadio POC13 recién destilado (1,3 equiv) gota a gota y la
mezcla resultante se agité a -10 °C durante 2 h. Se afadieron tributilamina (6,0 equiv) y una solucion de pirofosfato de
tributilamonio (5,0 eq) en dimetilformamida (0,5 M). Durante 30 minutos, la reaccion se dejo6 calentar lentamente a0 °C y
después se inactivd mediante la adicion de Et3NH2CO3 acuoso 0,5 M (TEAB) pH 7,5 (2 vol-equiv.). La mezcla se diluyd
dos veces con H20 y se aisld el producto en una columna DEAE Sephadex (GE Healthcare) con un gradiente de
elucion de TEAB de 0 a 1,2 M, se evapord y se destilo junto con H20 (3x). Se realizé una purificacion adicional por
HPLC de fase inversa (C18) (0 - 35 % de CH3CN en TEAB 0,1 M, pH 7,5), (10 % - 31 % de rendimiento).
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Esquema 51. (a) Piperidina, Py, 100 °C, 12 h, después reflujo por 1 h; (b) SOC12, DMF, C
reflujo, 3 b, (c) Nal¥3, 1.4 dioxano, H20, 5 °C, 0,5 h; (d) difenil éter, 230 °C, 1 h.
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Los analogos de nucleobase 4a, 4b, 4c y 4d se sintetizaron en base a los procedimientos de la literatura1. 2 como se
muestra en el Esquema S1. Brevemente, la condensacion del aldehido (1a-d) con acido malénico a 100 °C en piridina
como disolvente y piperidina como catalizador durante 12 h, seguido de un reflujo durante 1 h, produjo los intermedios
de acido acrilico correspondientes (2a-d). La cloracion de estos acidos con cloruro de tionilo en cloroformo en presencia
de DMF proporcioné los cloruros de acilo, los cuales no se purificaron pero podrian usarse directamente en la
preparacion de las azidas (3a-d). Los compuestos 3a-d se prepararon en una mezcla bifasica de 1,4-dioxano y agua a 5
°C con azida de sodio. Las mezclas crudas de 3a-d en soluciones de CHC13 se agregaron en porciones al éter
difenilico y se calentaron a 230 °C para dar los isocianatos que experimentaron la posterior ciclacion intramolecular a los
sistemas biciclicos 6-5 fusionados 4a-d.

Tald

*
Taks

Compuesto 5a. Se anadio bis (trimetilsilil) acetamida (83 mg, 0,39 mmol) a una solucion de 4a (54 mg, 0,33 mmol) en
CH2C12 (8 ml) a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno. Después de agitar durante 40 minutos, se afadio
cloruro de 3,5-bis(toluoil)-2-desoxirribosilo (196 mg, 0,39 mmol). La mezcla de reaccion se enfrid a 0 °C y se afiadid
SnC14 gota a gota (1,0 M en CH2C12, 160 pl, 0,16 mmol). La solucién se agité por 2 h a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc, se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado, se extrajo con EtOAc, se seco, se
filtré y se evapord. El producto crudo se sometid a cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para
proporcionar el compuesto 5a como espuma blanca (77 mg, 0,15 mmol, 45 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) & 7,97-6,82
(m, 11H, Ar-H), 6,44 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-1"), 5,63 (d, J = 6,5 Hz, 1H, H-3'), 4,76-4,68 (m, 2H, H-5'a, 5'b), 4,59 (d, J = 2,5
Hz, H-4'), 2,89 (dd, J = 1,5, 0,5 Hz, 1H, H-2'a), 2,59 (s, 3H, Ar-CH3), 2,43 (s, 3H, Ar-CH3), 2,43 (s, 3H, Ar-CH3), 2,36-
2,30 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13, d) 166,6, 166,5, 158,5, 147,2, 144,8, 144,6, 140,0, 131,1, 130,3,
130,0, 129,9, 129,7, 1271, 126,9, 125,6, 122,8, 102,7, 85,9, 83,3, 75,6, 64,8, 39,6, 22,1, 16,1. HRMS (ESI+) m/z se
calculé para C29H28NO6S (M+H+) 518,1632, se encontré 518,1621.

Compuesto 6a. El compuesto 5a (27 mg, 0,052 mmol) se seco por 3 coevaporaciones con tolueno anhidro. El residuo se
disolvio en tolueno anhidro (1 ml). Se afadié el reactivo de Lawesson (41,5 mg, 0,10 mmol) y se calenté la mezcla
durante una noche a reflujo. Después de la filtracion sobre algodén, se concentré el filtrado y el producto crudo se
sometié a una cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 6a como una
espuma amarilla (16 mg, 0,03 mmol, 58 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) & 8,00-7,89 (m, 4H, Ar-H), 7,71 (m, 1H, Ar-H),
7,49-7,48 (m, 1H, H-1"), 7,29-7,21 (m, 4H, Ar-H), 7,65-7,62 (m, 1H, Ar-H), 6,90 (d, J = 7,5 Hz, 1H, Ar-H), 5,64-5,62 (m,
1H, H-4'), 4,85-4,74 (m, 2H, H-5'a), 4,68-4,67 (m, 1H, H-5'b), 3,38-3,34 (m, 1H, H-3'), 2,26 (s, 3H), 2,44 (s, 3H), 2,41 (s,
3H), 2,28-2,22 (m, 1H). 13C NMR (125 MHz, CDC13) & 174,6, 166,6, 144,9, 144,8, 142,9, 142,7, 142,3, 130,3, 130,0,
129,7, 127,9, 127,0, 126,9, 126,8, 108,3, 100,0, 91,4, 84,0, 74,9, 64,5, 39,3, 22,2, 22,1, 16,3. HRMS (ESI+) m/z se
calculd para C29H28NO5S2 (M+H+) 534,1403, se encontro 534,1404.

Compuesto 7a. Se afiadi6 NaOMe al 30 % (8,66 mg, 0,16 mmol) gota a gota a una solucion de 6a (20 mg, 0,037 mmol)
en metanol (1,0 ml). La mezcla de reaccion se agité por 1 h a temperatura ambiente y se control6 mediante TLC.
Después, se concentrd la mezcla de reaccion y el producto crudo se sometié a cromatografia en columna de gel de
silice (MeOH/CH2C12) para proporcionar el compuesto 7a como una espuma amarilla (9,2 mg, 0,031 mmol, 85 %). 1H
NMR (500 MHz, CD30D) 6 8,36 (d, J = 4 Hz, 1H, Ar-H), 7,58 (d, J = 1Hz, 1H, Ar-H), 7,35 (t, J = 4 Hz, 1H, H-1"), 7,22 (d,
J =8 Hz, 1H, Ar-H), 4,07-4,06 (m, 1H, H-4"), 4,07 (d, J = 4 Hz, 1H, H-3'), 3,80 (dd, J = 24, 4 Hz, 2H, H-5'a, b), 2,79-2,76
(m, 1H, H-2'a), 2,13-2,08 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CD30D) 6 173,60, 143,29, 142,26, 142,23, 129,35,
126,11, 108,01, 91,14, 88,44, 70,37, 61,35, 41,59, 14,81. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C13H16NO3S2 (M+H+)
298,0566, se encontrd 298,0569.

Compuesto 8a (dTPT1TP). Se sintetiz6 el compuesto 8a (11,2 mg, 20,8 pmol, 31 %) mediante el uso del Procedimiento
general para la sintesis de trifosfato descrita anteriormente a partir de 7a (20 mg, 67,3 pmol). 31P NMR (162 MHz, D20)
6 -10,3 (d, J = 19,8 Hz, yP), -10,9 (d, J = 20,1 Hz, aP), -22,8 (t, J = 19.4 Hz, f3-P). MS (MALDI-TOF-, matriz: 9-
aminoacridina) (m/z): [M-H]-se calculdé para C13H17NO12P3S2, 536,3, se encontrd, 536,7.
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Compuesto 5b. Se afiadio bis (trimetilsilil)acetamida (165 mg, 0,81 mmol) a una solucién de 4b (100 mg, 0,67 mmol) en
CH2C12 (8 ml) a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno. Después de agitar durante 40 minutos, se afadio
cloruro de 3,5-bis (toluoil)-2-desoxirribosilo (292 mg, 0,81 mmol). La mezcla de reaccion se enfrid a 0 °C y se afiadié
SnC14 gota a gota (1,0 M en CH2C12, 200 pl, 0,2 mmol). La soluciéon se agité por 2 h a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc, se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado, se extrajo con EtOAc, se seco, se
filtré y se evapord. El producto crudo se sometid a cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para
proporcionar el compuesto 5b como espuma blanca (137 mg, 0,27 mmol, 41 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) 6 7,99 (d,
J =8,1Hz, 2H, Ar-H), 7,93 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,55 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,33 - 7,28 (m, 2H, Ar-H), 7,27 - 7,20
(m, 2H, Ar-H), 6,82 (dd, J = 8,3, 5,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,57 (d, J = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,41 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H-1"), 5,68 -
5,61 (m, 1H, H-4"), 4,75 ( dd, J = 12,1, 3,4 Hz, 2H, H-5'a, b), 4,62 (q, J = 3,1 Hz, 1H, H~3'), 2,94 (ddd, J = 14,3, 5,6, 1,7
Hz, 1H, H-2'a), 2,48 - 2,39 (s, 3x3H, Ar-CH3), 2,36 - 2,26 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13) 6 166,6, 166,5,
159,2, 159,1, 154,5, 144,8, 144,6, 130,2, 130,0, 129,7, 127,5, 127,1, 126,9, 117,5, 103,3, 96,6, 86,0, 83,2, 75,5, 64,7,
39,8, 22,1, 14,1. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C29H28NO7 (M+H+) 502,1860, se encontro 502,1885.

Compuesto 6b. El compuesto 5b (29 mg, 0,056 mmol) se seco por 3 coevaporaciones con tolueno anhidro. El residuo se
disolvio en tolueno anhidro (1 ml). Se afadié el reactivo de Lawesson (41,5 mg, 0,10 mmol) y se calenté la mezcla
durante una noche a reflujo. Después de la filtracion sobre algodén, se concentré el filtrado y el producto crudo se
sometié a una cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 6b como una
espuma amarilla (15 mg, 0,029 mmol, 52 %). 1TH NMR (500 MHz, CDC13) 6 8,10-7,89 (m, 5H, Ar-H), 7,52-7,48 (m, 1H,
H-1"),7,29-7,22 (m, 4H, Ar-H), 6,8 (d, J = 1Hz, 1H, Ar-H), 6,73 (d, J = 7,5 Hz, 1H,Ar-H), 5,65-5,62 (m, 1H, H-4"), 4,84-
4,74 (m, 2H, H-5a, b), 4,67-4,65 (m, 1H, H-3'), 3,36-3,32 (m, 1H, H-2'a), 2,44 (s, 3H, Ar-CH3), 2,43 (s, 3H, s, 3H, Ar-
CHB), 2,41 (s, 3H, s, 3H, Ar-CH3), 2,27-2,21 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13) 6 166,6, 156,9, 153,9, 144,8,
130,3, 130,0, 129,8, 129,7, 127,9, 106,4, 96,0,83,9, 56,6, 39,5, 22,1, 12,6. HRMS (ESI+) m/z se calculd para
C29H28NO6S (M+H+) 518,1632, se encontr6 518,1638.

Compuesto 7b. Se afadioé 30 % NaOMe (8,66 mg, 0,16 mmol) a una solucién de 6b (20 mg, 0,039 mmol) en metanol
(1,0 ml). La mezcla de reaccion se agité por 1 h a temperatura ambiente y se controlé6 mediante TLC. La mezcla de
reaccion se concentr6 después y el producto crudo se sometid6 a cromatografia en columna de gel de silice
(MeOH/CH2C12) para proporcionar el compuesto 7b como espuma amarilla (9,3 mg, 0,033 mmol, 85 %). 1H NMR (500
MHz, CD30D) 6 8,57 (d, J =5 Hz, 1H, Ar-H), 7,42 (t, = 4 Hz, 1H, H-1"), 7,13 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Ar-H), 6,80 (s, 1H, Ar-
H), 4,50-4,47 (m, 1H, H-4"), 4,12 (d, J = 3,5 Hz, 1H, H-3"), 3,95 (dd, J = 30, 3 Hz, 2H, H-5'a, b), 2,81-2,77 (m, 1H, H-2'a),
2,50 (s, 3H, Ar-CH3), 2,18-2,14 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CD30D) 6 172,9, 157,2, 154,5, 132,7, 131,3,
105,4, 100,8, 90,9, 88,5, 70,3, 61,3, 41,8, 12,7. HRMS (ESI+) m/z se calculdé para C13H16NO4S (M+H+) 282,0795, se
encontré 282,0790.

Compuesto 8b (dFPT1TP). Se sintetizd el compuesto 8b (3,7 mg, 7,1 ymol, 10 %) mediante el uso del Procedimiento
general de sintesis de trifosfato descrita anteriormente a partir de 7b (20 mg, 71,2 ymol). 31P NMR (162 MHz, D20) 6 -
10,4 (d, J = 20,0 Hz, yP), -10,9 (d, J = 19,4 Hz, aP), -22,8 (t, J = 20,0 Hz, f3-P). MS (MALDI-TOF-, matriz: 9-
aminoacridina) (m/z): [M-H]-se calculd para C13H17NO13P3S, 520,3, se encontro, 520,1.
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Compuesto 5c. Se anadio bis (trimetilsilil) acetamida (66 mg, 0,33 mmol) a la solucion de 4c (46 mg, 0,28 mmol) en
CH2C12 (8 ml) a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno. Después de agitar durante 40 minutos, se afadio
cloruro de 3,5-bis (toluoil)-2-desoxirribosilo (120 mg, 0,33 mmol). La mezcla de reaccion se enfrid a 0 °C y se afiadié
SnC14 gota a gota (1,0 M en CH2C12, 140 pl, 0,14 mmol). La soluciéon se agité por 2 h a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc, se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado, se extrajo con EtOAc, se seco, se
filtré y se evapord. El producto crudo se sometid a cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para
proporcionar el compuesto 5¢c como espuma blanca (58 mg, 0,11 mmol, 40 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) 6 7,98-7,90
(m, 4H, Ar-H), 7,53 (d, J = 7,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,27- 7,21 (m, 4H, Ar-H), 6,83-6,82 (m, 2H, Ar-H), 6,44 (d, J = 7,5 Hz, 1H,
H-1"), 5,63 (d, J = 6,5 Hz, 1H, H-4"), 4,76 - 4,60 (m, 2H, H-5'a, b), 4,59 (d, J = 2,5 Hz, 1H, H-3'), 2,89 (dd, J = 13, 5,5 Hz,
H-2'a), 2,59 (s, 3H, Ar-CH3), 2,43 (s, 3H, Ar-CH3), 2,40 (s, 3H, Ar-CH3), 2,37-2,30 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz,
CDC13) 6 166,5, 158,0, 149,9, 146,3, 144,8, 144,6, 130,3, 130,0, 129,7, 128,8, 127,3, 122,8, 103,7, 100,0, 85,8, 83,2,
75,5, 64,8, 39,5, 22,1, 16,7. HRMS (ESI+) m/z se calculé para C29H28NO6S (M+H+) 518,1632, se encontr6é 518,1631.

Compuesto 6c¢. El compuesto 5c¢ (50 mg, 0,097 mmol) se secé por 3 coevaporaciones con tolueno anhidro. El residuo se
disolvio en tolueno anhidro (1,5 ml). Se afiadié el reactivo de Lawesson (83 mg, 0,20 mmol) y se calenté la mezcla
durante una noche a reflujo. Después de la filtracion sobre algodén, se concentré el filtrado y el producto crudo se
sometié a una cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 6¢c como una
espuma amarilla (16 mg, 0,03 mmol, 31 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) 6 8,13-7,97 (m, 5H, Ar-H), 7,52-7,49 (m,1H, H-
1, 7,37-7,29 (m, 4H, Ar-H), 6,99 (d, J = 1Hz, 1H, Ar-H), 6,91 (d, J = 7,5 Hz, 1H, Ar-H), 5,73-5,71 (m, 1H, H-4"), 4,91-
4,82 (m, 2H, H-5'a, b), 4,76-4,74 (m, 1H, H-3'), 3,41-3,37 (m, 1H, H-2'a), 2,68 (s, 3H, Ar-CH3), 2,52 (s, 3H, Ar-CH3), 2,49
(s, 3H, Ar-CH3), 2,39-2,34 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13) 6 172,1, 166,6, 154,0, 144,9, 144,7, 140,4,
130,3, 130,0, 129,7, 129,6, 127,0, 126,8, 122,7, 109,0, 91,2, 83,9, 75,0, 64,5, 39,4, 22,2, 22,1, 17,0. HRMS (ESI+) m/z
se calculé para C29H28NO5S2 (M+H+) 534,1403, se encontré 534,1406.

Compuesto 7c. Se afiadié 30 % de NaOMe (8,66 mg, 0,16 mmol) gota a gota a una solucién de 6¢ (20 mg, 0,037 mmol)
en metanol (1,0 ml). La mezcla de reaccion se agité por 1 h a temperatura ambiente y se control6 mediante TLC.
Después, se concentrd la mezcla de reaccion y el producto crudo se sometié a cromatografia en columna de gel de
silice (MeOH/CH2C12) para proporcionar el compuesto 7c como espuma amarilla (8,9 mg, 0,03 mmol, 81 %). 1H NMR
(500 MHz, CD30D) 6 8,48, (d, J = 7.5 Hz, 1H, Ar-H), 7,42 (t, J = 5 Hz, 1H, H-1"), 7,20 (d, J = 5 Hz, 1 H, Ar-H), 7,12 (s,
1H, Ar-H), 4,51-4,48 (m, 1H, H-4"), 4,13 (d, J = 5 Hz, 1H, H-3'), 3,95 (dd, J = 30, 5 Hz, 2H, H-5'a, b), 2,81-2,78 (m, 1H, H-
2'a), 2,67 (s, 3H, Ar-CH3), 2,21-2,16 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CD30D) 6 171,1, 154,0, 144,1. 141,1, 1311,
122,7, 108,8, 90,9, 88,5, 70,5, 61,4, 41,7, 15,4. HRMS (ESI+) m/z se calculé para C13H16NO3S2 (M+H+) 298,0566, se
encontro 298.0566.

Compuesto 8c. El compuesto 8c (10,8 mg, 20,2 umol, 30 %) se sintetizd mediante el uso del Procedimiento general de
sintesis de trifosfato descrita anteriormente a partir de 7c (20 mg, 67,3 pmol). 31P NMR (162 MHz, D20) 6 -10,8 (d, J =
19,8 Hz, yP), -11,5 (d, J = 20,1 Hz, aP), - 23,3 (t, J = 20,1 Hz, f3-P). MS (MALDI-TOF-, matriz: 9-aminoacridina) (m/z):
[M-H]- se calculé para C13H17NO12P3S2, 536,3, se encontro, 536,1
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Compuesto 5d. Se afiadié bis (trimetilsilil) acetamida (298 mg, 1,46 mmol) a una solucién de 4d (200 mg, 1,32 mmol) en
CH2C12 (8 ml) a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno. Después de agitar durante 40 minutos, se afadio
cloruro de 3,5-bis(toluoil)-2-desoxirribosilo (563 mg, 1,46 mmol). La mezcla de reaccion se enfrid a 0 °C y se afiadid
SnC14 gota a gota (1,0 M en CH2C12, 660 pl, 0,66 mmol). La soluciéon se agité por 2 h a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc, se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado, se extrajo con EtOAc, se seco, se
filtré y se evapord. El producto crudo se sometid a cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para
proporcionar el compuesto 5d como una espuma blanca (260 mg, 0,52 mmol, 39 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) 6
7,98-7,90 (m, 4H, Ar-H), 7,70 (d, J = 6 Hz, 1H, Ar-H), 7,55 (d, J = 9,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,28-7,16 (m, 5H, Ar-H), 6,84-6,85
(m, 1H, Ar-H), 6,57 (d, J = 9.5 Hz, H-1'), 5,66-5,64 (m, 1H, H-4'), 4,75-4,72 (m, 2H, H-5'a, b), 4,61 (m, 1H, H-3'), 2,95-
2,90 (m, 1H, H-2'a), 2,43 (s, 3H, Ar-CH3), 2,40 (s, 3H, Ar-CH3), 2,39-2,31(m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13) 6
166,2, 166,1, 158,1, 145,1, 144,4, 1442, 133,8, 129,9, 129,6, 129,3, 129,1, 126,9, 126,5, 124,2, 103,5, 85,5, 82,9, 75,1,
64,4, 39,2, 21,7. HRMS (ESI+) m/z se calculé para C20H20CI2N205S (M+H+) 504,1475, se encontr6 504,1480.

Compuesto 6d. El compuesto 5d (50 mg, 0,1 mmol) se seco por 3 co-evaporaciones con tolueno anhidro. El residuo se
disolvio en tolueno anhidro (1 ml). Se afadiod el reactivo de Lawesson (48 mg, 0,12 mmol) y se calento la mezcla durante
una noche a reflujo. Después de la filtracion en algodoén, se concentrd el filirado y el producto crudo se sometié a una
cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 6d como una espuma
amarilla (17 mg, 0,033 mmol, 33 %). 1TH NMR (500 MHz, CDC13) 6 8,14-7,82 (m, 7H, Ar-H), 7,51 (dd, J = 7,5, 6,0 Hz,
1H, H-1"), 7,32-7,23 (m, 5H, Ar-H), 6,99 (d, J = 7,2 Hz, 1H, Ar-H), 74-5,73 (m, 1H, H-4"), 4,92-4,83 (m, 2H, H-5'a, b),
4,78-4,77 (m, 1H, H-3"), 3,43-3,40 (m, 1H, H-2'a), 2,51 (s, 3H, Ar-CH3), 2,48 (s, 3H, Ar-CH3), 2,39-2,36 (m, 1H, H-2'b).
13C NMR (125 MHz, CDC13) ¢ 173,5, 166,6, 144,9, 144,8, 139,5, 138,0, 134,5, 130,3, 130,0, 129,7, 129,5, 126,8,
124,7, 109,5, 91,4, 84,0, 75,0, 64,5, 39,4, 22,2, 22,1. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C28H26NO5S2 (M+H+)
520,1247, se encontrd 520,1241.

Compuesto 7d. Se afiadio 30 % de NaOMe (8,66 mg, 0,16 mmol) gota a gota a una solucion de 6d (20 mg, 0,039 mmol)
en metanol (1,0 ml). La mezcla de reaccion se agité por 1 h a temperatura ambiente y se control6 mediante TLC.
Después, la mezcla de reaccion se concentré y el producto crudo se sometié a cromatografia en columna de gel de
silice (MeOH/CH2C12) para proporcionar el compuesto 7d como espuma amarrilla (9,0 mg, 0,032 mmol, 82 %). 1H NMR
(500 MHz, CD30D) 6 8,48 (d, J =5 Hz, 1H, Ar-H), 8,01 (d, J = 5 Hz, 1H, Ar-H), 7,40-7,38 (m, 2 H, Ar-H), 7,29 (d, J = 10
Hz, 1H, H-1'), 4,47-4,46 (m, 1H, H-4"), 4,10 (m, 1H, H-3'), 3,94-3,88 (m, 2H, H-5'a, b), 2,77-2,76 (m, 1H, H-2'a), 2,19-2,14
(m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CD30D) 6 171,2, 144,7, 139,6, 137,6, 130,5, 124,2, 108,8, 90,7, 88,2, 70,1, 61,0,
41,3. HRMS (ESI+) m/z se calculé para C12H14NO3S2 (M+H+) 284,041, se encontr6 284,0410.

Compuesto 8d (dTPT3TP). El compuesto 8d (5,7 mg, 10,9 ymol, 31 %) se sintetizé mediante el uso del Procedimiento
general de sintesis de trifosfato descrita anteriormente a partir de 7d (10 mg, 35,3 pymol). 31P NMR (162 MHz, D20) 6 -
9,3 (d, J = 19,5 Hz, yP), -10,8 (d, J = 19,8 Hz, aP), -224 (t, J = 20,0 Hz, f3-P). MS (MALDI-TOF-, matriz: 9-
aminoacridina) (m/z): [M-H]-se calculd para C12H15NO12P3S2-, 521,9, se encontro, 521,9.
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Compuesto 9. El compuesto 5d (55 mg, 0,11 mmol) se disolvié en 1,0 ml de MeOH-CH3CN (1: 1 v/v), se afhadidé
selectfluor (42 mg, 0,12 mmol) y se calentd la mezcla a reflujo durante 3 h, después se evaporo el disolvente, se disolvid
el residuo en EtOAc (20 ml), se lavd la fase organica con agua tres veces. Después, se evaporo el disolvente organico,
y se seco el residuo sélido por 3 coevaporaciones con tolueno anhidro. El residuo se disolvié en 1 ml de TFOH-CH2C12
(1: 1 v/v) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h, después se concentrd la mezcla y el producto crudo
se sometié a una cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 9 como un
sélido blanco (49 mg, 0,093 mmol, 85 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) 6 7,98-7,92 (m, 4H, Ar-H), 7,75 (d, J = 5 Hz, 1H,
Ar-H), 7,52 (d, J = 7,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,32-7,21 (m, 5H, Ar-H), 6,82-6,78 (m, 1H, H-1"), 5,64-5,61 (m, 1H, H-4"), 4,80-4,59
(m, 2H, H-5'a, b), 4,62-4,59 (m, 1H, H-3'), 2,93- 2,87 (m, 1H, H-2'a), 2,43 (s, 3H, Ar-CH3), 2,39 (s, 3H, Ar-CH3), 2,34-
2,27 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13) 6 166,2, 166,1, 156,4, 1445, 144,3, 137,7, 137,5, 134,6, 129,9,
129,6, 129,3, 126,6, 126,4, 120,2, 112,1, 111,7, 85,5, 83,1, 75,0, 64,2, 39,1, 21,8, 21,7. 19F NMR (376 MHz, CDC13) 6 -
151,5. HRMS (ESI+) m/z se calculd C28H25FNO6S (M+H+) 522,1381, se encontrd con 522.1380.

Compuesto 10. El compuesto 9 (20 mg, 0,038 mmol) se sec6 mediante 3 coevaporaciones con tolueno anhidro. El
residuo se disolvié en tolueno anhidro (1 ml). Se afiadi6 el reactivo de Lawesson (18,5 mg, 0,046 mmol) y se calenté la
mezcla durante una noche a reflujo. Después de la filtracion sobre algodon, se concentr6 el filtrado y el producto crudo
se sometié a una cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 10 como
una espuma amarilla (6,5 mg, 0,012 mmol, 32 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) 6 8,11-7,85 (m, 6H, Ar-H), 7,40-7,39 (m,
2H, Ar-H, H-1"), 7,28-7,21 (m, 4H, Ar- H), 5,64-5,63 (m, 1H, H-4'), 4,83 (m, 2H, H-5'a, b), 4,69 (m, 1H, H-3'), 3,34-3,29
(m, 1H, H-2'a), 2,44 (s, 1H, Ar-CH3), 2,40 (s, 3H, Ar-CH3), 2,30-2,26 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13) 6
170,9, 166,6, 166,5, 144,9, 144,8, 138,6, 130,3, 130,0, 129,9, 129,7, 129,7, 126,9, 126,7, 120,5, 116,3, 116,0, 100,0,
91,6, 84,3, 74,7, 64,3, 39,2, 22,2, 22,1. 19F NMR (376 MHz, CDC13) 6 -142,9. HRMS (ESI+) m/z se calculé para
C28H25FNO5S2 (M+H+) 538,1153, se encontré 538,1155.

Compuesto 11. Se afiadio 30 % de NaOMe (4,33 mg, 0,08 mmol) gota a gota a una solucién de 10 (10 mg, 0,019 mmol)
en metanol (1,5 ml). La mezcla de reaccion se agité por 1 h a temperatura ambiente y se control6 mediante TLC.
Después, se concentrd la mezcla de reaccion y el producto crudo se sometié a cromatografia en columna de gel de
silice (MeOH/CH2C12) para proporcionar el compuesto 11 como espuma amarrilla (4,9 mg, 0,016 mmol, 85 %). 1H NMR
(500 MHz, CD30D) 6 8,68 (d, J =5 Hz, 1H, Ar-H), 8,12 (d, J = 5 Hz, 1H, Ar-H), 7,52 (d, J =5 Hz, 1H, Ar-H), 7,28 (t, J =
6,5 Hz, 1H, H-1"), 4,48 (m, 1H, H-4"), 4,10 (m, 1H, H-3'), 3,94 ( dd, J = 35, 3 Hz, 2H, H-5'a, b), 2,78-2,75 (m, 1H, H-2'a),
2,24-2,19 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CD30D) 6 170,2, 150,2, 148,3, 139,0, 131,7, 131,6, 119,8, 117,8, 117 4,
91,5, 88,7, 70,1, 61,0, 41,5. 19F NMR (376 MHz, CD30D) 6 -145,3. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C12H13FNO3S2
(M+H+) 302,0315, se encontro 302,0314.

Compuesto 12 (dFTPT3TP). El compuesto 12 (2,0 mg, 3,7 pmol, 22 %) se sintetizd6 mediante el uso del Procedimiento
general de sintesis de trifosfato descrita anteriormente a partir de 11 (5 mg, 16,6 pmol). 31P NMR (162 MHz, D20) 6 -
10,9 (d, J = 20,0 Hz, yP), -11,6 (d, J = 21,1 Hz, aP), -23,3 (t, J = 23,1 Hz, f3-P). 19F NMR (376 MHz, D20) 6 -138,5 (s).
MS (MALDI-TOF-, matriz: 9-aminoacridina) (m/z): [M-H]- se calculé para C12H14FNO12P3S2-, 539,9, se encontro,
540,1.
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Compuesto 13. Se afiadi6 monocloruro de yodo (1,0 M en CH2C12, 0,15 ml, 0,15 mmol) gota a gota a una solucion de
5d (73 mg, 0,145 mmol) en CH2C12 (1 ml) a 0 °C en atmodsfera de nitrégeno. La mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccion se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado y Na2S203
acuoso saturado, se extrajo con CH2C12, se sec9, se filtro y se evaporo. El producto crudo se sometié a cromatografia
en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 13 como una espuma blanca (57 mg,
0,091 mmol, 63 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) 6 7,98-7,93 (m, 4H, Ar-H), 7,83 (s, 1H, Ar-H), 7,72 (d, J = 5 Hz, 1H, Ar-
H), 7,28-7,17 (m, 5H, Ar-H), 6,78-6,75 (m, 1H, H-1"), 5,65-5,63 (m, 1H, H-4'), 4,76 (m, 2H, H-5'a, b), 4,63-4,62 (m, 1H, H-
3", 2,95-2,91 (m, 1H, H-2'a), 2,43(s, 3H, Ar-CH3), 2,35 (s, 3H, Ar-CH3), 2,34-2,29 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz,
CDC13) 6 166,6, 166,5, 157,6, 147,4, 144,9, 144,6, 133,7, 132,7, 130,3, 130,1, 129,8, 129,7, 129,4, 128,5, 127,0, 126,8,
86,1, 83,8, 75,7, 64,7, 39,9, 22,2, 22,1. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C28H25INO5S (M+H+) 630,0442, se encontro
630,0440.

Compuesto 14. El compuesto 13 (30 mg, 0,048 mmol) se secé mediante 3 coevaporaciones con tolueno anhidro. El
residuo se disolvié en tolueno anhidro (1 ml), se afiadié el reactivo de Lawesson (23 mg, 0,057 mmol) y se calenté la
mezcla durante una noche a reflujo. Después de la filtracion sobre algodon, se concentr6 el filtrado y el producto crudo
se sometié a una cromatografia en columna de gel de silice (Hexano/EtOAc) para proporcionar el compuesto 14 como
una espuma amarilla (8,4 mg, 0,013 mmol, 27 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) & 8,31 (s, 1H, Ar-H), 7,99-7,82 (m, 5H,
Ar-H), 7,39-7,36 (m, 1H, H-1'), 7,29-7,20 (m, 5H, Ar-H), 5,65-5,64 (m, 1H, H-4'), 4,83-4,81 (m, 2H, H-5'a, b), 4,71-4,70
(m, 1H, H-3"), 3,35 (dd, J = 15, 5,5 Hz, 1H, H-2'a), 2,44 (s, 3H, Ar-CH3), 2,39 (s, 3H, Ar-CH3), 2,27-2,21 (m, 1H, H-2'b).
13C NMR (125 MHz, CDC13) 6 172,9, 166,6, 144,9, 144,7, 1446, 141,8, 137,8, 135,0, 130,3, 130,2, 129,8, 129,7,
128,6, 126,9, 126,7, 91,7, 84,5, 75,3, 64,6, 39,5, 22,2, 22,1. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C28H25INO5S2 (M+H+)
646,0213, se encontrd 646,0219.

Compuesto 15. Se afiadié (PPh3)4Pd (1,7 mg, 0,0015 mmoal), Cul (0,57 mg, 0,011 mmol) y Et3N (5 pl, 0,030 mmol) a
una solucion de 14 (10 mg, 0,015 mmol) en DMF (2 ml) en atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
desgasifico y se afiadié una solucion de C12CHCONHCH2CCH (3,8 mg, 0,0225 mmol) en DMF (0,5 ml). La mezcla de
reaccion se agitd una noche a temperatura ambiente y se control6 mediante TLC. La mezcla de reaccién se diluyé con
EtOAc, se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado, se extrajo con EtOAc, se seco, se filtré y se evaporo. El producto
crudo se sometid a cromatografia en columna de gel de silice (MeOH/CH2C12) para proporcionar el compuesto 15
como espuma amarilla (9,2 mg, 0,0135 mmol, 91 %). 1H NMR (500 MHz, CDC13) & 8,26 (s, 1H, Ar-H), 7,99-7,82 (m,
5H, Ar-H), 7,40-7,37 (m, 2H, Ar-H, H-1"), 7,29-7,21 (m, 4 H, Ar-H), 6,71 (br, 1H, NH),6,95 (s, 1H, CHC12), 5,65-5,64 (m,
1H, H-4'), 4,85-4,79 (m, 2H, H-5'a, b), 4,73 (m, 1H, H-3'), 4,26-4,11 (m, 2H, NHCH2), 3,38-3,34 (m, 1H, H-2'a), 2,44 (s,
3H, Ar-CH3), 2,40 (s, 3H, Ar-CH3), 2,31-2,25 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CDC13) 6 173,3, 166,6, 164,1, 144,8,
139,0, 138,3, 133,4, 130,3, 130,1, 129,8, 129,7, 126,9, 124,3, 104,8, 91,8, 88,3, 84,5, 78,8, 75,2, 66,4, 64,7, 39,6, 31,3,
22,2. 22,1. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C33H29CI2N206S2 (M+H+) 683,0839, se encontr6 683,0854.

Compuesto 16. Se afiadi6 NaOMe al 30 % (2,92 mg, 0,32 mmol) gota a gota a una soluciéon de 15 (9,2 mg, 0,0135
mmol) en metanol (1,0 ml). La mezcla de reaccion se agitoé por 1 h a temperatura ambiente y se controlé mediante TLC.
La mezcla de reaccién se concentré y el producto crudo se sometié a cromatografia en columna de gel de silice
(MeOH/CH2C12) para proporcionar el compuesto 16 como espuma amarilla (4,5 mg, 0,01 mmol, 74 %).1H NMR (500
MHz, CD30D) 6 8,69 (s, 1H, Ar-H), 8,06 (d, J = 5 Hz, 1H, Ar-H), 7,53 (d, J =5 Hz, 1H, Ar-H), 7,30 (t, J = 5 Hz, 1H, H-1),
6,33 (s, 1H, CHCI2), 4,47-4,46 (m, 1H, H-4"), 4,36 (s, 2H, NHCH2), 4,11-4,08 (m, 1H, H-3'), 3.97 (dd, J = 12, 3Hz, 2H, H-
5'a, b), 2,79-2,74 (m, 1H, H-2'a), 2,21-2,16 (m, 1H, H-2'b). 13C NMR (125 MHz, CD30D) 6 172,9, 138,4, 134,3, 123,9,
122,8, 104,7, 100,0, 91,2, 88,6, 77,1, 70,3, 66,4, 61,1, 41,7, 30,2. HRMS (ESI+) m/z se calcul6 para C17H17CI2N204S2
(M+H+) 447,0001, se encontro 447,0020.

Compuesto 17 (dTPT3PATP). El compuesto 17 (2,2 mg, 3,1 umol, 28 %) se sintetizé mediante el uso del Procedimiento
general de sintesis de trifosfato descrita anteriormente a partir de 16 (5 mg, 11,2 ymol). 31P NMR (162 MHz, D20) 6 -

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2773 547 T3

10,85 (d, J = 19,9 Hz, y-P), -11,63 (d, J = 20,0 Hz, a-P), -23,07 (s), -23,26 (t, J = 19,7 Hz, f3-P). MS (MALDI-TOF-,
matriz: 9-aminoacridina) (m/z): [M-H]- se calculé para C17H18C12N2013P3S2-, 684,9, se encontro, 685,0.

Ejemplo 3. Procedimiento general para el ensayo de amplificacion por PCR para determinar la fidelidad.

Materiales. Las ADN polimerasas Taq y OneTaq se adquirieron de New England Biolabs (Ipswich, MA). Se adquirié una
mezcla de dNTP de Fermentas (Glen Burnie, MD). La tincién de gel de acido nucleico SYBR Green | (10.000 x) se
adquirio de Life Technologies (Carlsbad, CA).

DNA oligonucleotides. En la Tabla 8 se divulgan las secuencias de oligonucledtidos completas. Los cebadores
completamente naturales se adquirieron de Intergrated DNA Technologies (Coralville, lowa). Los reactivos y solventes
para la sintesis de cebadores no naturales 1-3 se obtuvieron de Glen Research (Sterling, VA) y/o Applied Biosystems
(Foster City, CA). Los oligonucleétidos se prepararon mediante el uso de sintesis de ADN automatizada estandar con
fosforamiditas naturales ultra suaves (Glen Research) y fosforamidita dNaM (Berry & Associates, Inc., Dexter, MI) en
soportes de vidrio de poro controlado (0,20 pmol, 1.000 A, Glen Research) y un sintetizador ABI Expedite 8905.
Después de la sintesis automatizada, los oligonucleétidos se escindieron del soporte, se desprotegieron por incubacion
en conc. de amoniaco acuoso durante una noche a temperatura ambiente, se purificaron mediante purificacion DMT
(cartucho glen-pak™, Glen Research) y se desalaron sobre Sephadex G-25 (columnas NAP-25, GE Healthcare). La
concentracion de oligonucleétidos monocatenarios se determind mediante absorcion UV a 260 nm.

Ensayo PCR. Las amplificaciones por PCR se realizaron en un volumen total de 25 ul y con condiciones especificas
para cada ensayo como se describe en la Tabla 9. Después de la amplificacién, se analizé una alicuota de 5 pl en un
gel PAGE no desnaturalizante al 6 % junto con una escalera de 50 pb (Life Technologies) para confirmar el tamafio del
amplicon. La solucion restante se purificé por columna de centrifugacion (DNA Clean y Concentrator-5; Zymo Research,
Irvine, CA), seguido de gel de agarosa al 4 %, recuperado con el Kit de recuperacion de ADN de gel Zymoclean (Zymo
Research), se cuantificé por union de tinte fluorescente (kit de ensayo Quant-iT dsDNA HS, Life Technologies), y se
secuencio en un analizador de ADN 3730 (Applied Biosystems). La fidelidad se determiné como el % de retencion
promedio del par de bases no natural mediante la duplicacién como se describe a continuacion.

Determinacion de la fidelidad. El por ciento de retencién de un par de bases no natural (F) se midi6 mediante el uso de
secuenciacion de datos sin procesar y se normalizéd a fidelidades por duplicacion. Brevemente, la presencia de un
nucleétido no natural conduce a una terminacion brusca del perfil de secuenciacién, mientras que la mutaciéon a un
nucleétido natural da como resultado una "lectura completa”. Por lo tanto, la extension de la "lectura completa”, se
correlaciona inversamente con la retencion del par de bases no natural. Para usar los datos de secuenciacion como una
medida cuantitativa de la fidelidad de la PCR, realizamos experimentos de calibracion en el rango de 50-100 % de
retencion del par de bases no natural. Por lo tanto, la retencion baja (< 50 %) y la "lectura" alta hacen que la
cuantificacion sea inexacta.

Se realiz6 la cuantificacion de la retencién alta (> 50 %) mediante el ajuste de los puntos de inicio y parada para el
programa de computacion Sequencing Analysis (Applied Biosystems) y después se determiné la intensidad de sefial
promedio individualmente para cada canal (A, C, G y T) para los picos dentro de aquellos puntos (35-45 nucledtidos de
longitud) definidos antes (seccion L) y después de S36 (seccion R) del nucleétido no natural. La relacion R/L se
normaliz6 mediante el uso de graficos de calibraciéon de la secuenciacion para tener en cuenta tanto el ruido en los
cromatogramas de secuenciacién como la lectura en las muestras de control. La relacion R/L de después de la
normalizacion (R/Lnorm) se corresponde al porcentaje de las secuencias naturales en el grupo. Finalmente, se calcul6 F
como la norma 1 - (R/L) y se calcul6 la retencion del par de bases no natural por duplicacién (fidelidad, f) como 1/(F'°92A),
donde A es una amplificacién y log2A es el nimero de duplicaciones. Se secuencié cada muestra anterior y la
amplificaciéon por PCR por ftriplicado en cada direccion para minimizar el error de secuenciacion. Los datos
correspondientes se divulgan en la Tabla 10. En condiciones de PCR estandar, OneTaqg amplifico el ADN que contiene
dTPT3-dNaM con una eficiencia que es solo 4 veces menor que la del ADN que contiene solo los pares de bases
naturales, y con una fidelidad superior al 99,98 %. Esta fidelidad corresponde a una tasa de error de 10 por nucleétido,
que se superpone con la tasa de error de ADN completamente natural de 10 a 107 con sistemas de PCR de uso
comun. Con la polimerasa Taq, la eficiencia es solo 2,5 veces menor que la de un par de bases natural, y la fidelidad es
del 99,7 %. Esta fidelidad corresponde a una tasa de error de 103, que es similar a la observada con la amplificacion del
ADN natural mediada por Taq.
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Tabla 8. Secuencias de ADN.

Nombre Secuencia (5'a 3') Anotaciones
Regiones del cebador subrayadas
Fend1 CACACAGGAAACAGCTATGAC Cebadores para PCR
Fend2 GAAATTAATACGACTCACTATAGG (plantillas D6 y 134mer)
Fend1-poly- Cebadores para la
daT ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTITTTT secuenciacion Sanger
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCACACAG (plantillas D6 y 134mer)
GAAACAGCTATGAC
Fend2-poly-
dT ITTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTITTTTTTTTTTTI
TTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTTTITTTTITGAAAT
TAATACGACTCACTATAGG
D6 N = nucledtido natural
CACACAGGAAACAGCTATGACCCGGGTTATTAC aleatorizado
ATGCGCTAGCACTTGGAATTCACCAGACGNNN
NaM NNNCGGGACCCATAGTAAATCTCCTTCTT
AAAGTTAAGCTTAACCCTATAGTGAGTCGTATT
AATTTC
134mer
CACACAGGAAACAGCTATGACCCGGGTTATTAC
ATGCGCTAGCACTTGGAATTCACAATACT NaM
TCTTTAAGGAAACCATAGTAAATCTCCTTCTT
AAAGTTAAGCTTAACCCTATAGTGAGTCGTATT
AATTTC
Cebador 1 |NaM CCTGCGTCAATGTAATGTTC Cebadores para PCR con
Cebador2 | TTCACGGT NaM AGCACGCATAGG Temp1-3
Cebador3 |CCAATGTACC NaM TGCGTATGTTC

Cebador-rev

CCCTGCGTTTATCTGCTCTC

Temp1
CCCTGCGTTTATCTGCTCTCTCGGTCGTTCGGC
TGCGGCGGAACATTACATTGACGCAGG
Temp2
CCCTGCGTTTATCTGCTCTCTCGGTCGTTCGGC
TGCGCGCCTATGCGTGCTTACCGTGAA
Temp3

CCCTGCGTTTATCTGCTCTCTCGGTCGTTCGGC
TGCCGGAACATACGCATGGTACATTGG

Los nucledtidos mostrados
en negrita forman un par
erréoneo con dNaM en la
primera ronda de PCR
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Tabla 9. Condiciones de la PCR.

OneTaq Taq PCR para el marcaje con|PCR para el marcaje con biotina
biotina (par de bases no natural | (par de bases no natural ubicada
ubicada centralmente) en las posiciones 1, 9, 11)
Tampoén OneTag1x |Taq 1x [OneTaqg 1x OneTaqg 1 x
Enzima, U/ul OneTaq, Taq, OneTaq, 0,02 OneTaq, 0,02
0,02 0,02
Plantilla D6 (0,01 ng) | D6 134mer (0,5 ng) 60mer (0,5 ng)
(0,01
ng)
dNTPs, uM 200 200 200 200
dNaMTP, uM 100 100 100 100
dXTP, uM 100 100 100 de d5SICSPATP  0]100 de d5SICSPATP o]
dTPT3PATP dTPT3PATP
Mg?*, mM 3 3 3 3
Cebadores, uM 1 1 1 1
SYBR Green | 0.5x 0.5x 0.5x 0.5x
Condiciones térmicas
Desnaturalizacion - - 96 °C, 1 min 96 °C, 1 min
inicial
Desnaturalizacion 96 °C,10s |96 °C,|96 °C, 15s 96 °C, 15s
10s
Hibridacion 60 °C,15s |60 °C,[60°C,30s 64 °C, 30s
15s
Extension 68°C,60s |68 °C,|68 °C,2min 68 °C, 2 min
15s
# de ciclos 16+16+16 20 12 12
Tabla 10.
OneTaq PCR (48 ciclos) Taq PCR (20 ciclos)
dXTP amplificacion x 10'? | Retencion, % |fidelidad, % |amplificacion x 10'® | Retencion, % |fidelidad, %
58ICS 9,4 96,3+ 1,7 99,91+0,04 |7,7 86,7+ 1,0 98,90 + 0,01
TPT3 12,9 >99 > 99,98 11,7 95,6 +1,7 99,66 + 0,13
TPT3PA  |4,7 98,6 +1,2 99,97 + 0,03 3,5 85+4 98,7+0,4
5SICSPA 19,2 454+ 2 98,16+ 0,12 |6,4 e e
aPar de bases no naturales perdida durante la amplificacion

Ejemplo 4: Marcaje especifico del sitio de TPT3: analisis mediante el ensayo de cambio de gel de estreptavidina.

Se sintetizo un ADN de 134 mer que comprende dTPT3 en posicion central®-dNaM o d5SICSPA-dNaM. Las plantillas de
ADN se amplificaron por PCR en las condiciones descritas en la Tabla 9. Tras finalizar, se afiadio NaOH (1 M, 12,5 pl)
directamente a las muestras de PCR a una concentracion final de 0,2 M y se incub6 durante 5 horas a temperatura
ambiente. Después de la adicién de NaOAc (3 M, pH 5,5, 7,5 pl) y 200 ul de etanol frio, las muestras se mezclaron, se
incubaron en hielo durante una noche, y el ADN se precipitd por centrifugacion a 10,000 rfu durante 30 minutos a 4 °C.
Se extrajo el sobrenadante y se lavaron los granulos cuidadosamente con etanol al 80 %. Las muestras se
resuspendieron en 50 pl del tampon de hibridacién (fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM), se
calentaron a 95 °C y se enfriaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se mezcl6 la solucion de NHS-PEG:-
biotina (Thermo Scientific) en el tampdn de hibridacion (40 mM, 50 pyl) con las muestras de ADN y se incubd durante una
noche a temperatura ambiente. Las muestras se purificaron mediante columna de centrifugacion (DNA Clean and
Concentrator-5, Zymo Research) y se eluyeron en 10 pl del tampdn de elucién. Se mezclé la mitad de la muestra (5 pl)
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con 1 ug de estreptavidina (Promega) en tampdén de hibridacion, se incub6 durante 30 minutos a 37 °C, se mezclé con
tampon de carga no desnaturalizante 5 x (Qiagen) y se cargé en PAGE 6 % sin desnaturalizar. La mitad restante se
mezclé con tampdén de carga no desnaturalizante 5 x y se cargé directamente en el gel como un control. Después de
correr el gel a 110 V durante 30 minutos, el gel se sumergié en Sybr Gold Nucleic Acid Stain (Life Technologies) 1 x
durante 30 minutos y se visualizé mediante el uso de un Molecular Imager Gel Doc XR+ equipado con filtro 520DF30
(Bio-Rad). A continuacién se muestra un esquema de la estrategia de marcaje descrita.

i
HN “EHGL
PCR ’

NaM - w3
dNaMTP el
dTPTI™TR

O Desproteccion l

HM™ "PEG.H MH3

i
™73 NHS-PEG.D T3

HaM NaM

Ejemplo 5. Procedimiento general de transcripcion de un par de bases no natural.

Para caracterizar la transcripcion de los pares de bases no naturales formados por dTPT3 y dNaM, o analogos o
derivados de los mismos (en los que los derivados incluyen fracciones enlazadoras), se sintetizan los ribonucleétidos y
los desoxinucledtidos y se convierten en los ftrifosfatos o desoxifosforamiditos correspondientes, y los
desoxifosforamiditos se incorporan a las plantillas de ADN mediante el uso de la sintesis automatizada de ADN. Los
experimentos de transcripcion se llevan a cabo con sustrato de ADN 100 nM, tampén Takara 1 x (Tris-HCI 40 mM, pH
8,0, MgCl, 8 mM, espermidina 2 mM), agua estéril tratado con DEPC y libre de nucleasas (Fisher), polimerasa T7 (50
unidades), NTP natural 20 uM cada una, a-3?P-ATP (2,5 uCi, MP Biomedicals) y TPT3TP 5 uM o NamTP 5 uM.
Después de la incubacion durante 2 horas a 37 °C, se inactiva la reacciéon mediante la adicion de 10 pl de solucién de
carga de gel (urea 10 M, azul de bromofenol al 0,05 %), y la mezcla de reaccion se carga en un gel de poliacrilamida al
20 % con urea 7 M, se somete a electroforesis, y se analiza mediante fosforimagen. La eficiencia de la transcripcion se
examina tras medir (con un porcentaje de conversion bajo) la cantidad de producto completo formado en funcion del
tiempo.

Ejemplo 6. Procedimiento general para el analisis termodinamico de un ADN duplex que comprende un par de
bases no natural.

Los experimentos de fusion UV se llevan a cabo mediante el uso de un espectrofotdmetro Cary 300 Bio UV-visible. La
absorbancia de una muestra (3 pl de oligonucleétido que comprende un par de bases no natural, tampén PIPES 10 mM,
pH 7,0, NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM) se controla a 260 nm de 21 °C a 80 °C a una velocidad de calentamiento de 0,5
°C por minuto. Las temperaturas de fusidon se determinan mediante el procedimiento derivativo mediante el uso del
programa de aplicacion térmica Cary Win UV.

Los parametros termodinamicos se determinan por el analisis de van't Hoff ' = R[En ([C1]/4)]AH + AS°/AH°, donde
AH° y AS° son los cambios estandar de entalpia y entropia determinados a partir de experimentos UV, respectivamente,
R es la constante de gas universal y [Cq] es la concentracion total de la cadena oligonucleotidica. Los cambios en el
numero de moléculas de agua asociadas con el proceso de fusién, Any, se obtienen de la dependencia de Ty, sobre la
actividad del agua (aw) de acuerdo con la ecuacion Any = (-AH/R)[®(Tm™")/8(En aw)]. La pendiente del grafico de
temperatura de fusion reciproca (K') contra el logaritmo de la actividad del agua a diferentes concentraciones (0, 2, 5, 7,
10, 12y 15 % en peso) de etilenglicol se toma como el valor de 3(Tm™")/d (En ay).

Los experimentos de CD se llevan a cabo con un espectropolarimetro Aviv modelo 61 DS equipado con una unidad de
control de temperatura termoeléctrica Peltier (concentracion de oligonucleétidos 3 uM, tampon PIPES 10 mM, pH 7,0,
NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM). Los datos se recopilan mediante el uso de una cubeta de cuarzo de 1 cm de longitud de
recorrido con escaneo de 360 a 220 nm, una constante de tiempo de 3 segundos y un tamaino de paso de longitud de
onda de 0,5 nm a 25 °C.

Ejemplo 7. Seleccion in vitro con nucleobases no naturales.
Se genera una biblioteca de oligonucledtidos que comprende acidos nucleicos no naturales. Una muestra de la
biblioteca se somete a union secuencial y elucién de una molécula objetivo, por ejemplo, una proteina. El conjunto de

acidos nucleicos de union se amplifica por PCR y se somete a otra ronda de seleccion para unirse a la molécula
objetivo. Este proceso de seleccion se repite varias veces. Para aumentar la presion de seleccion, en las ultimas rondas
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de seleccion, se reduce la concentracion de la molécula objetivo y/o el tiempo de incubacién. Los acidos nucleicos
sobrevivientes se secuencian como aptameros potenciales. Las afinidades de unién de los aptameros potenciales se
determinan mediante el uso de citometria de flujo.

Ejemplo 8. Procedimiento general de reaccion de clic de ADN.

Se afiadidé 1 pl de azida-PEG(3+3)-SS-Biotina (20 mM en H»0), a una soluciéon de ADN (0,2 pmol) en 14 yl de DMSO,
seguido de 2 pl de ligando (BimC4A)3(4 mM en H20), 1 ul de ascorbato de sodio (100 mM en H20), y 1 pl de tampdn
PBS (5 x), la mezcla se agiy6 en un vortex y como Ultimo componente, se afiadié una solucion de 1 yl de CuSO;4 recién
preparada (4 mM en H,O). Se agito la solucién durante 2 a 37 °C, y después se purificé el ADN del producto resultante
(kit DNA Clean & Concentrator-5, Zymo Research Corp.). Las muestras purificadas se usaron directamente para
ensayos de movilidad en gel (véase mas abajo).

Ejemplo 9. Procedimientos generales para el marcaje de ADN post-amplificacion (De Seo y otros, JACS
2011,133,19878).

Para el marcaje de la sintesis posenzimatica, se incub6 ADNd con un grupo amino libre con EZ-Link sulfo-NHS-SS-
biotina 10 mM o EZ-Link NHS-PEGg4-biotina (Thermo Scientific) durante 1 hora a temperatura ambiente en tampon
marcado con fosfato (fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM), y después se purifico mediante el
uso del kit de purificacion Qiagen PCR. Con derivados de amina protegidos con dicloroacetiio como dTPT3PA o
d5SICSPA, la amina requirié primero la desproteccion, que se realizo mediante incubacion durante una noche en una
solucién acuosa concentrada de amoniaco a temperatura ambiente. El amoniaco se elimina mediante un concentrador
SpeedVac (aspirador de agua seguido de una bomba de vacio de aceite). Para escindir los enlaces que contienen
disulfuro (es decir SS-biotina 0 SS-PEG4-biotina), el ADNd se traté con DTT (concentracion final de 30 mM) durante 1
hora a 37 °C. Para el marcaje de la cadena principal, se incubé ADNd con un fosforotioato de cadena principal con EZ-
Link yodoacetil-PEG 25 mM,-biotina (Thermo Scientific) en tampoén fosfato de marcaje durante una noche a 50 °C, y los
productos se purificaron con Qiagen PCR Purification Kit. Todas las reacciones que manipulan fracciones de biotina
unidas se cuantificaron mediante ensayos de cambio de gel de estreptavidina.

Ensayos de movilidad en gel. Las muestras de ADN (10-50 ng) se mezclaron con 1 ug de estreptavidina (Promega) en
tampon fosfato de marcaje (fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM), se incubaron durante 30
minutos a 37 °C, se mezclaron con tampon de carga no desnaturalizante 5 x (Qiagen), y se cargado en PAGE no
desnaturalizante al 6 %. El gel se corrié a 150 V durante 25-40 min, después se tifid con Sybr Gold Nucleic Acid Stain 1
x (Life Technologies) en TBE durante 30 min y se visualizé mediante el uso de un Molecular Imager Gel Doc XR+
equipado con un filtro 520DF30 (Bio-Rad). Se observaron bandas fuertes correspondientes a ADNd (en ~150 pb) y el
complejo 1: 1 entre ADNd y estreptavidina (en ~400 pb). También se observaron bandas débiles correspondientes a
complejos de ADN de alto orden (migracién mas lenta) y estreptavidina o de ADN monocatenario, no biotinilado
resultante de la hibridacion incompleta después de la PCR en algunos casos.

Son posibles diversas modificaciones equivalentes dentro del alcance de las realizaciones reivindicadas. Asi, debe
entenderse que aunque las presentes realizaciones se divulgan especificamente mediante realizaciones preferentes y
caracteristicas opcionales, los expertos en la materia pueden recurrir a la modificacion y variacion equivalente de los
conceptos divulgados en la presente memoria, y que tales modificaciones y variaciones equivalentes se consideran
dentro del alcance de esta divulgacion como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto que comprende un analogo de nucleobase de cualquiera de las férmulas siguientes:
R
R, Fa

XX,
R—X ARz
= _
| A
i 5 Hz’x:gv E
o]

en las que R es hidrogeno o es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para unirse a
un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro reactivo, o R
es un enlazador acoplado al cual se une una carga;

en las que cada X es carbono,

en las que cada R; es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, metoxi, metanotiol,
metanoseleno, haldgeno, ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo adaptado para
unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al centro
reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga,

en las que cada Y es independientemente azufre, selenio o amina secundaria,

en las que cada E es azufre;

y la linea ondulada indica un punto de unién a una fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo o un
analogo de las mismas, en la que la fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo o analogo de la misma
esta en forma libre, conectada a un grupo monofosfato, difosfato o trifosfato, que comprende opcionalmente un
grupo o-tiotrifosfato, B-tiotrifosfato o y-tiotrifosfato, o se incluye en un ARN o un ADN o en un analogo de ARN o
un analogo de ADN.

[

2. Un compuesto que comprende un analogo de nucleobase de cualquiera de las formulas siguientes

R
Roes . Re
R 2% X~y
Ro~y - X X —X
S R "

X F R X F R -R
R, BT RS ! R, ET
olda v ,al4b o , aldc S ,0l4d

R Rz Ry
R X~y X=X
2 4
R> —~X Y
X=X Ry jl)%x | Xy
Y; X X
REY RS
. . N R
Ry R Ry AR Ry [
s , olde N , al4f o ,

en las que cada X es independientemente carbono o nitrégeno,

en las que cada R; es independientemente hidrogeno, grupo alquilo, un enlazador reactivo que comprende un centro
reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga,

en las que cada R; esta presente cuando X es carbono y es independientemente hidrégeno, grupo alquilo, alquenilo,
alquinilo, metoxi, metanotiol, metanoseleno, halégeno, ciano, azida, un enlazador reactivo que comprende un centro
reactivo adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria al centro reactivo, o un enlazador acoplado al que se une una carga,

en las que cada Y es independientemente azufre, oxigeno, selenio o amina secundaria,

en las que cada E es azufre,

y la linea ondulada indica un punto de unién a una fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo o un analogo
de los mismos, en el que la fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo o analogo de la misma esta en forma
libre, unida a un grupo monofosfato, difosfato o trifosfato, que comprende opcionalmente un grupo o-tiotrifosfato, -
tiotrifosfato o y-tiotrifosfato, o se incluye en un ARN o un ADN o en un analogo de ARN o un analogo de ADN.
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El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el centro reactivo comprende un grupo amino, un grupo acetilénico, un
grupo tiol, un grupo aldehido o un grupo azida.

El compuesto de la reivindicacion 2, en el que el centro reactivo comprende un grupo amino, un grupo acetilénico, un
grupo tiol, un grupo aldehido o un grupo azida.

El compuesto de la reivindicacion 1, en el que la fraccion ribosilo o desoxirribosilo porta un grupo trifosfato o a-
tiotrifosfato unido a un 5'-hidroxilo del mismo.

El compuesto de la reivindicacion 2, en el que la fraccion ribosilo o desoxirribosilo porta un grupo trifosfato o a-
tiotrifosfato unido a un 5'-hidroxilo del mismo.

El compuesto de la reivindicacion 1, en el que la fraccién ribosilo o desoxirribosilo se incorpora en una cadena
oligonucleotidica de ARN o ADN, respectivamente, o la fraccion ribosilo o desoxirribosilo o analogo de las mismas se
incorpora en un analogo de ARN o ADN.

El compuesto de la reivindicacion 2, en el que la fraccion ribosilo o desoxirribosilo se incorpora en una cadena
oligonucleotidica de ARN o ADN, respectivamente, o la fraccion ribosilo o desoxirribosilo o analogo de las mismas se
incorpora en un analogo de ARN o ADN.

El compuesto de la reivindicacion 1, en el que al menos un R comprende independientemente: un grupo
seleccionado del grupo que consiste en un grupo -C=C-CH2NHR3, en la que R3 es hidrégeno o es un grupo protector
de amino; un grupo acetilénico adecuado para su uso en una reaccion de clic con un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo reactivo acetileno; un grupo tiol adecuado para su uso en una reaccién con un
reactivo de carga que comprende una carga y un grupo reactivo tiol; un grupo aldehido adecuado para su uso en
una reacciéon con un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo reactivo aldehido; un grupo azida
adecuado para su uso en una reaccion con un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo reactivo
azida; y -C=C-(CHy),-C=CH, enlaque nes 1, 2, 3, 4, 5 0 6; y -C=C-CH2),1-O-(CH2)n2-C=CH, en la que n1 y n2 son
cada uno independientemente 1, 2 o 3.

El compuesto de la reivindicacion 2, en el que al menos un R comprende independientemente: un grupo
seleccionado del grupo que consiste en un grupo -C=C-CH2NHR3, en la que R3 es hidrégeno o es un grupo protector
de amino; un grupo acetilénico adecuado para su uso en una reaccion de clic con un reactivo de carga que
comprende una carga y un grupo reactivo acetileno; un grupo tiol adecuado para su uso en una reaccién con un
reactivo de carga que comprende una carga y un grupo reactivo tiol; un grupo aldehido adecuado para su uso en
una reaccién con un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo reactivo aldehido; un grupo azida
adecuado para su uso en una reaccion con un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo reactivo
azida; y -C=C-(CHz)-C=CH, enlaque nes 1, 2, 3, 4, 5 0 6; y -C=C-(CH2)n1-O-(CH2)n2-C=CH, en la que n1 y n2 son
cada uno independientemente 1, 2 o 3.

Un par de nucleobases que comprende un primer analogo de nucleobase que tiene la formula

y un segundo analogo de nucleobase que tiene cualquiera de las formulas

o R s
R ®
o o o o o
. » o , O .

en las que R es independientemente hidrégeno o es un enlazador reactivo que comprende un centro reactivo
adaptado para unirse a un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad complementaria al
centro reactivo, o R es un enlazador acoplado al cual se une una carga;

y la linea ondulada indica un punto de unién a una fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo o un analogo
de los mismos, en el que la fraccion ribosilo, desoxirribosilo o didesoxirribosilo o analogo de la misma esta en forma
libre, unida a un grupo monofosfato, difosfato o trifosfato, que comprende opcionalmente un grupo o-tiotrifosfato, -
tiotrifosfato o y-tiotrifosfato, o se incluye en un ARN o un ADN o en un analogo de ARN o un analogo de ADN.
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12. Un oligonucleétido bicatenario diplex en el que una primera cadena oligonucleotidica comprende un compuesto de

la reivindicacion 1, y una segunda cadena oligonucleotidica complementaria comprende una nucleobase
complementaria de emparejamiento de bases en un sitio complementario de emparejamiento de bases de la misma.

13. Un oligonucleétido bicatenario diplex en el que una primera cadena oligonucleotidica comprende un compuesto de

la reivindicacion 2, y una segunda cadena oligonucleotidica complementaria comprende una nucleobase
complementaria de emparejamiento de bases en un sitio complementario de emparejamiento de bases de la misma.

14.El oligonucledtido bicatenario duplex de la reivindicacién 12, en el que la primera cadena comprende una

nucleobase que tiene la formula

S
| X
ITJ S

y la segunda cadena comprende una nucleobase de emparejamiento de bases complementaria seleccionada de

0 OCH;

OCH, OCH;

CHj

OCH,

en un sitio complementario de emparejamiento de bases de la misma.

15.Un procedimiento para llevar a cabo una funcionalizacion especifica del sitio de un oligonucledtido bicatenario

duplex, que comprende: incorporar una nucleobase no natural que comprende un enlazador reactivo que comprende
un centro reactivo, se selecciona la nucleobase de un compuesto de la reivindicacién 1, en una primera cadena
oligonucleotidica; después, se sintetiza una segunda cadena oligonucleotidica complementaria a la primera cadena
oligonucleotidica, la segunda cadena oligonucleotidica comprende una nucleobase complementaria a la nucleobase
no natural en una posicion complementaria especifica del sitio, en condiciones tales que la primera cadena
oligonucleotidica y la segunda cadena oligonucleotidica forman un oligonucleétido bicatenario duplex; después,
mediante el contacto del oligonucleétido bicatenario duplex que incorpora la nucleobase no natural que comprende
la fraccion del enlazador reactivo con un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria, en condiciones adecuadas para que se produzca la reaccion del enlazador reactivo y el grupo de
reactividad complementaria para producir un enlazador acoplado; para proporcionar el oligonucleétido bicatenario
duplex funcionalizado con la carga que se une al mismo a través de un enlazador acoplado.

16.Un procedimiento para llevar a cabo una funcionalizacion especifica del sitio de un oligonucledtido bicatenario

duplex, que comprende: incorporar una nucleobase no natural que comprende un enlazador reactivo que comprende
un centro reactivo, se selecciona la nucleobase de un compuesto de la reivindicacién 2, en una primera cadena
oligonucleotidica; después, se sintetiza una segunda cadena oligonucleotidica complementaria a la primera cadena
oligonucleotidica, la segunda cadena oligonucleotidica comprende una nucleobase complementaria a la nucleobase
no natural en una posicion complementaria especifica del sitio, en condiciones tales que la primera cadena
oligonucleotidica y la segunda cadena oligonucleotidica forman un oligonucleétido bicatenario duplex; después,
mediante el contacto del oligonucleétido bicatenario duplex que incorpora la nucleobase no natural que comprende
la fraccion del enlazador reactivo con un reactivo de carga que comprende una carga y un grupo de reactividad
complementaria, en condiciones adecuadas para que se produzca la reaccion del enlazador reactivo y el grupo de
reactividad complementaria para producir un enlazador acoplado; para proporcionar el oligonucleétido bicatenario
duplex funcionalizado con la carga que se une al mismo a través de un enlazador acoplado.

17. Una estructura que comprende la férmula:

N'-Z,-N?
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en la que N' es un nucledtido o analogo del mismo, o un grupo fosfato terminal; en la que N? es un nucledtido o
analogo del mismo, o un grupo hidroxilo terminal; en la que Z es un compuesto de la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2, y en la que x es un numero entero de 1 a 20.

18. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene una férmula seleccionada de:

N
N 7S
TPT3 o
y derivados o analogos del mismo,
S
| AN
N~ °§
HO
0
OH OH ,
S S
® ., >
N~ S
HO O
0 HO-P-O-P-O-P-O
OH OH OH
OH , OH OH
o]
S
&
O 9 (I? N~ =S
HO—I?—O—Fl’—O—P— 0
OH OH OH
OH

19. El compuesto de la reivindicacion 2 seleccionado del grupo que consiste en:

~ || Br

S S S
MMS  ~w , DMS  ww , FEMS v , BIMS ,

y derivados o analogos del mismo.
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Figura 1
{ /
—— F i e, i
Ji., H‘;;u {:; ?.r" f-{'l,\ M .:'rﬁt. ﬁ“;..._
Fy S N8 YO
g '-t L f ».r,"*_ u .
S S e R v
e {3 ¥ ab B =0 7 i, ¥ -0

(SSICS  (diNak {ISSICS  [dIMMOZ2 (I5SICE  {(0DMO

{d)MmMO2R (d)MMO2ZFR  (d)DMOR

{dJEMO (dJFEMO

{dNaMR

{d)NaMeR

57



ES 2773 547 T3

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 14
Continuacion
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Figura 14
Continuacion
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