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DESCRIPCION
Compuestos de polimetina y su uso como marcadores fluorescentes

La presente descripcion se refiere a los nuevos compuestos de polimetina y su uso como marcadores fluorescentes. En
particular, los compuestos pueden usarse como marcadores fluorescentes para nucleétidos en solicitudes de
secuenciacion de acido nucleico.

Antecedentes

Se hace referencia a varias publicaciones y documentos de patente en esta solicitud con el fin de describir mas
completamente el estado de la técnica a la cual pertenece esta descripcion.

La deteccion no radiactiva de acidos nucleicos utilizando marcadores fluorescentes es una tecnologia importante en
biologia molecular. Muchos procesos empleados en la tecnologia de ADN recombinante dependian anteriormente en gran
medida del uso de nucledtidos o polinucledtidos marcados radiactivamente con, por ejemplo, P32. Los compuestos
radiactivos permiten la deteccion sensible de acidos nucleicos y otras moléculas de interés. Sin embargo, existen serias
limitaciones en el uso de is6topos radiactivos, tal como su gasto, vida util limitada y, lo mas importante consideraciones
de seguridad. Al eliminar la necesidad de marcadores radiactivos se mejora la seguridad mientras que se reduce el
impacto ambiental y los costos asociados con, por ejemplo, la eliminacion de reactivos. Los métodos susceptibles de
deteccion fluorescente no radioactiva incluyen, por medio de ejemplo no limitante, secuenciaciéon automatica de ADN,
métodos de hibridacion, detecciéon en tiempo real de productos de la reaccién en cadena de la polimerasa e
inmunoensayos.

Para muchas solicitudes, es conveniente emplear multiples marcadores fluorescentes espectralmente distinguibles con el
fin de lograr la deteccion independiente de una pluralidad de analitos superpuestos espacialmente. En tales métodos
multiples, el numero de recipientes de reaccion puede reducirse, al simplificar los protocolos experimentales y facilitar la
producciéon de kits de reactivos especificos de la aplicacion. En la secuenciaciéon de ADN automatizada de muiltiples
colores, por ejemplo, la deteccién fluorescente multiple permite el analisis de multiples bases de nucledtidos en un solo
carril de electroforesis, de esta manera aumenta el rendimiento sobre los métodos de un solo color y reduce las
incertidumbres asociadas con las variaciones de movilidad electroforética entre carriles.

Sin embargo, la deteccion fluorescente miltiple puede ser problematica y existen una serie de factores importantes que
restringen la seleccion de marcadores fluorescentes. Primero, puede ser dificil encontrar compuestos colorantes cuyos
espectros de emision se resuelvan espectralmente de forma adecuada en una solicitud dada. Ademas, cuando se usan
varios colorantes fluorescentes juntos, para generar sefiales de fluorescencia en regiones espectrales distinguibles por
excitacion simultanea puede ser dificil, porque las bandas de absorciéon de los colorantes que pueden usarse para esto,
generalmente estan ampliamente separadas, por lo que es dificil lograr mas o menos la eficiencia de excitacion de
fluorescencia igual incluso para dos colorantes. Muchos métodos de excitacion usan fuentes de luz de alta energia como
laseres y, por lo tanto, el colorante debe tener suficiente fotoestabilidad para resistir dicha excitacién. Una consideracion
final de particular importancia en los métodos de biologia molecular es la medida en la cual los colorantes fluorescentes
deben ser compatibles con la quimica de los reactivos usados, tal como por ejemplo disolventes y reactivos de sintesis
de ADN, tampones, enzimas polimerasas y enzimas ligasas.

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

Las moléculas de colorante fluorescente con propiedades de fluorescencia mejoradas, tales como intensidad de
fluorescencia, la forma y la longitud de onda maxima de la banda de fluorescencia, pueden mejorar la velocidad y precision
de la secuenciacion del acido nucleico. La fuerte sefal de fluorescencia es especialmente importante cuando las
mediciones se realizan en tampones bioldgicos a base de agua y a altas temperaturas, ya que la intensidad de
fluorescencia de la mayoria de los colorantes es significativamente menor en tales condiciones. Ademas, la naturaleza de
la base a la cual se une un colorante también afecta el maximo de fluorescencia, la intensidad de la fluorescencia y otras
propiedades del colorante espectral. Las interacciones especificas de secuencia entre las nucleobases y los colorantes
fluorescentes pueden adaptarse mediante un disefio especifico de los colorantes fluorescentes. Las optimizaciones de la
estructura de los colorantes fluorescentes pueden mejorar la eficiencia de la incorporacion de nucleétidos, reducir el nivel
de errores de secuenciacion y disminuir el uso de reactivos en, y por lo tanto, los costos de la secuenciacion del acido
nucleico.

En la presente descripcion se describen construcciones de polimetina mejoradas y su uso como marcadores de
biomoléculas, particularmente como marcadores para nucleétidos usados en la secuenciaciéon del acido nucleico. Se
pueden ver mejoras particulares en la eficiencia de la incorporacion de nucledtidos marcados y la longitud y precision de
la secuencia de lectura obtenible mediante el uso de las nuevas construcciones fluorescentes. Las moléculas descritas a
continuacion son particularmente ventajosas en situaciones donde se usan fuentes de excitacion de alta energia. La
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excitacion de alta energia puede dar como resultado un grado de saturacion de la energia, donde el niumero de fotones
emitidos por los marcadores deja de ser lineal con un aumento en la energia de excitacion. La saturacion de la energia
puede ser causada por efectos de enfriamiento molecular en relaciéon con la estructura de los marcadores, o puede ser
causada por marcadores que tienen una vida util de fluorescencia mas larga que la deseada, de manera que los
marcadores pasan un periodo mas largo de lo deseado en el estado excitado antes de emitir un fotén. Donde multiples
marcadores diferentes se usan en paralelo, tener uno de los marcadores que alcanza la saturacion de la energia cuando
otros marcadores contindan siendo mas brillantes, hace que la diferenciacion de los marcadores sea mas dificil. Los
marcadores descritos en la presente descripcion son particularmente ventajosos para alcanzar la saturacion de la energia
a un nivel mas alto que los correspondientes compuestos marcados de la técnica anterior. Los documentos
WO02014/135221, WO2015/170102, US5486616, US4839265 y WO2007/020457 describen compuestos de la técnica.

Resumen
La invencion se define por las reivindicaciones.

De acuerdo con un primer aspecto, esta descripcion proporciona compuestos de la formula (I) o formas mesoméricas de
los mismos:

mCat+/mAn-

Z(n)
(I)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O 0 un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rcq y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido.

La invencion proporciona compuestos de la formula (I) o formas mesomeéricas de los mismos:

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Y es O;

Z es OH;

nes1;

X es OH u O 0 un conjugado de éster o amida del mismo;
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cada uno de Raq y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rcq y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde al menos uno de Ra; o Ra; es
SOs0 Ras 0 Raz es un anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente, el anillo adicional tiene un SO3’,
0 Rc1 0 Rc; es un grupo de acido alquilsulfonico.

P puede ser uno; en cuyo caso los compuestos son de la formula (la) o formas mesomeéricas de los mismos:

Ra2

(Ia)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Raq y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rcq y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido.

P puede ser dos; en cuyo caso los compuestos son de la formula (Ib) o formas mesoméricas de los mismos:

mCat+/mAn-

(Ib)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Raq y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rc+ y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido.
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En ciertos ejemplos donde Ra1 o0 Raz es H; ya sea Rc1 0 Rc; puede ser un grupo del acido alquilsulfénico. Los compuestos
requieren uno o mas sustituyentes de acido sulfénico, de modo que al menos uno de Ra; 0 Raz es SO30 Ras 0 Raz es un
anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente, el anillo adicional tiene un SOs0 Rc1 0 Rc, es un grupo del
acido alquilsulfénico.

En ciertos ejemplos donde p es 2, Rc1 0 Rcz es un grupo del acido alquilsulfonico.
En ciertos ejemplos, r es igual a 3.

En ciertos ejemplos, n es 1. El grupo OH de Z puede estar en la posicion 4 en el anillo. En ciertos ejemplos, nes 0 y el
anillo de fenilo no esta sustituido. En ciertos ejemplos donden es 0, Y es S u O (y no CHy).

En otra modalidad, los compuestos de la presente descripcion se pueden conjugar con una variedad de fracciones de
sustrato tales como, por ejemplo, nucledsidos, nucleotidos, polinucleétidos, polipéptidos, carbohidratos, ligandos,
particulas, células, superficies semisolidas (por ejemplo, geles) y superficies sélidas. La conjugacion puede llevarse a
cabo a través del grupo carboxilo C(=0)-X, que se puede convertir en una amida o un éster.

De acuerdo con un aspecto adicional de la descripcion, por lo tanto, se proporcionan compuestos colorantes que
comprenden grupos de enlace para permitir, por ejemplo, la unién covalente a tales fracciones de sustrato.

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

En un aspecto adicional, la descripcién proporciona métodos de secuenciacion mediante el uso de los compuestos
colorantes de la presente descripcion.

De acuerdo con un aspecto adicional, la descripcion también proporciona kits que comprenden compuestos colorantes
(libres o en forma conjugada) que pueden usarse en varios ensayos inmunoldgicos, oligonucleétidos y acidos nucleicos
marcados y para la secuenciacion de ADN por sintesis. En otro aspecto mas, la descripcion proporciona kits que
comprenden 'conjuntos' de colorantes particularmente adecuados para ciclos de secuenciacidon por sintesis en una
plataforma de instrumentos automatizada.

Un aspecto adicional de la descripcion es la preparacion quimica de los compuestos de la descripcion.

Descripcion detallada

Esta descripcidn proporciona nuevos compuestos particularmente adecuados para métodos de deteccion de fluorescencia
y secuenciacion por sintesis. Los compuestos que tienen una fraccién indol N-fenilo son ventajosos en intensidad de
fluorescencia, fotoestabilidad en comparacion con analogos de N-alquilo y, por lo tanto, mejoran ciertas aplicaciones de
secuenciacion del acido nucleico.

La invencion se define por las reivindicaciones.

De acuerdo con un primer aspecto la descripcion proporciona compuestos de la férmula (1) o formas mesoméricas de los
mismos:

;> X mCat+/mAn- L
o]

Z(n)

(1)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;
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p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rc+ y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido.

La descripcion proporciona un compuesto de la férmula (1) o formas mesoméricas del mismo:

;> X mCat+/mAn- X
0

Z(n)

(I)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rcq y Rc, es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde al menos uno de Ra; o Ra; es
SOs0 Ras 0 Raz es un anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente, el anillo adicional tiene un SO3’,
0 Rc1 0 Rc; es un grupo de acido alquilsulfonico.

La descripcion proporciona un compuesto de la férmula (1) o formas mesoméricas del mismo:

Z(n)

(1)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;
p es un entero de 1-2;
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q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Raq y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rc1 y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde cuandones 0, Y es Su O.

La descripcion proporciona un compuesto de la férmula (1) o formas mesoméricas del mismo:

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Raq y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rcq y Rc, es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde al menos uno de Ra; o Ra; es
SOs0 Ras 0 Ra; es un anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente, el anillo adicional tiene un SOs0
Rc1 0 Rz es un grupo de acido alquilsulfonico y en el que cuandones 0, Yes Su O.

La invencion proporciona compuestos de la formula (I) o formas mesomeéricas de los mismos:

mCat+/mAn- h¢

Z(n)

(1)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
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Y es O;

Z es OH;

nes1;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ra1 y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rcq y Rc, es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde al menos uno de Ra; o Ra; es
SOs0 Ras 0 Raz es un anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente, el anillo adicional tiene un SO3’,
o Rc1 0 Rc; es un grupo de acido alquilsulfonico.

Las moléculas pueden contener una o mas sulfonamidas o fracciones SOs en la posicion Ra. Ras y/o Ra; pueden ser
SOs3 o sulfonamida. El otro Ra (Ra o Raz) puede ser independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo
adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente. Ras o Ra, puede ser H. Rai o Ra; puede ser SO3". Ras puede ser
diferente a Ra,, por ejemplo, la estructura puede tener un solo grupo sulfonamida en Raiy H como Ray. Ra1 y Ra; ambos
pueden ser sulfonamida. La sulfonamida puede ser SO,NH; o SO.NHR, donde R es un grupo alquilo, alquilo sustituido,
arilo o arilo sustituido. Donde ni Ra1 0 Raz es un SO3™ 0 un anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente,
luego Rc1 0 Rc; debe ser un grupo de acido alquilsulfénico.

Ras o Ra; puede ser otro anillo alifatico, aromatico o heterociclico fusionado a carbonos adyacentes del anillo de indol.
Por ejemplo, en tales casos cuando se fusiona un anillo aromatico, el grupo final de colorantes puede representar una
estructura de tipo

donde Rd puede ser H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido sulfénico.

Por lo tanto, los colorantes de la descripcion se pueden describir mediante la Férmula (IC) o (ID) o formas mesoméricas
de los mismos:

/ \
(CHa)q (alk)
N

/} mCat+/mAn- Y
(0]
Z(n)

(IC)

N
] \
(CHz2)q (alk)
R

mCat+/mAn- Y
0

G
(ID)
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en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Raq y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rcq y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido; y

Rd es H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido sulfénico.

Por lo tanto, los colorantes de la descripcion se pueden describir mediante la Férmula (IC) o (ID) o formas mesoméricas
de los mismos:

/ \
(CHz)q (alk)
AN

;> mCat+/mAn- Y
0]
Z(n)

) \
(CHz)a (@l

\Y
mCat+/mAn-
8

(ID)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Raq y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rc4 y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido; y
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Rd es H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido sulfénico, en donde al
menos uno de Ras o Raz es SO3” 0 Rd es SO30 Rc1 0 Re; es un grupo de acido alquilsulfénico.

Por lo tanto, los colorantes de la descripcion se pueden describir mediante la Férmula (IC) o (ID) o formas mesoméricas
de los mismos:

! \
(CHy)q (alk)
N

;> mCat+/mAn- Y
0]
Z(n)

) \
(CHz)a (@l

\Y
mCat+/mAn-
8

(ID)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ra1 y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rc4 y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido; y

Rd es H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido sulfénico, en donde
cuandones0,YesSuO.

Por lo tanto, los colorantes de la descripcion se pueden describir mediante la Férmula (IC) o (ID) o formas mesoméricas
de los mismos:
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/ \
(CHz)q (alk)
AN

;> mCat+/mAn- Y
0]
Z(n)

) \
(CHz)a (@l

\Y
mCat+/mAn-
8

(ID)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ras y Ray es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente;

cada uno de Rc4 y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido; y

Rd es H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido sulfénico, en donde al
menos uno de Ra; o0 Raz es SO3” 0 Rd es SO30 Rcy 0 Re; es un grupo de acido alquilsulfénico y en donde cuando n
es0,YesSuO.

En la formula (IC) o (ID), los anillos adicionales fusionados a atomos de carbono adyacentes del anillo de indol pueden
estar opcionalmente sustituidos, por ejemplo, con acido sulfénico o sulfonamida.

El grupo carboxi C(=0)-X o sus derivados esta unido al atomo de nitrégeno indol mediante una cadena alquilo de longitud
g, donde q es 1-5 carbonos o heteroatomos. La cadena puede ser (CH.)g donde q es 1-5. El grupo puede ser
(CH3)sCOOH.

Las moléculas pueden contener uno o mas fracciones alquilsulfonato en la posicion Rc. Ya sea Rcy y/o Rc, puede ser
alquil-SO3". El otro Rc (Rcy o Rc) puede ser independientemente alquilo o alquilo sustituido. Rc1 y Rc, puede ser
independientemente metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo o (CH2)SO3H, donde t es 1-6. t puede ser 1-4. t puede ser
4. Rc1y Rep puede ser un grupo alquilo sustituido. Rcq y Rc, puede contener una fraccion COOH o -SO3H o sus derivados
éster o amida.
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En ciertas modalidades, cuando uno de Ras o Ra; es SOz3'y el otro de Ras o Ra; es H o SOg3', ya sea Rcq 0 Rc; también
puede ser un grupo de acido alquilsulfonico.

El grupo COOH que se muestra como C(=0)-X puede actuar como una fracciéon enlazadora para una unién adicional o
se une a una molécula adicional. Una vez que se produce la conjugacion, el COOH o COO- se convierte en una amida o
éster.

Los ejemplos de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con la formula (Il) o (lla) o las formas mesoméricas de
los mismos:

! \
(CHz)q (alk)

) A

mCat+/mAn- A
O
Z(n)

(I1)
SO3-
N
/ \
(CH2)q (alk)
« AN
mCat+/mAn- Y
(@]
O
(ITa)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un
atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rc+ y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido.

Los ejemplos de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con la formula (Il) o (lla) o las formas mesoméricas de
los mismos:
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\
(alk)

AN

mCat+/mAn- A
O
Z(n)

SO3-

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

es un entero de 0-3;
p es un entero de 1-2;
q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ras y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un

atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rc1 y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde cuandones 0, Y es Su O.

Los ejemplos adicionales de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con la formula (Illa) o (llib):

\
(alk)

AN

mCat+/mAn- Y
(@]
Z(n)

13
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SO3-

N
\
(

alk)
N

mCat+/mAn- Y

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;
p es un entero de 1-2;
q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

t es un entero de 1-6;

Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ra1 y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un

atomo de carbono adyacente; y
cada uno de Rc+ y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido.

Los ejemplos adicionales de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con la formula (Illa) o (llib):

\
(CHz)q (alk)

2 AN
mCat+/mAn- Y
0
@Z(n)

14
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en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;
p es un entero de 1-2;
q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

t es un entero de 1-6;
Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ra1 y Ra; es independientemente H, SO3", sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un

atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rc1 y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde cuandones 0, Y es Su O.

Los ejemplos adicionales de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con la formula (IVa) a (1Vd):

mCat+/mAn-

15

Z(n)

(IVa)

(IVb)

(IVe)
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mCat+/mAn-

Z(n)

(IVd)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
Yes S, O oCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

Ra4 es H, SOs, sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente;
Rc1 es alquilo o alquilo sustituido; y

Rd es H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido sulfénico.

Los ejemplos adicionales de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con la formula (Va) a (Vd):

SO3-

mCat+/mAn- Y

Z(n)
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mCat+/mAn-

(Ve)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;
q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Yes S, OoCHy;
Z es OH;
n es un entero 0-3; y

mCat+/mAn-

(vd)

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo.

Los ejemplos adicionales de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con la formula (Via) a (VId):

?03—

(CHo)t

/ \
(CHy)q (alk)
X \Y
mCat+/mAn-
(e}

(VIa)
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mCat+/mAn- Y
Z(n)

(VIb)

)

(VIc)

o)

(VId)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;
t es un entero de 1-6;

Yes S, OoCHy;

Z es OH;

n es un entero 0-3; y

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo.
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alk es una cadena alquilo, alquenilo o alquinilo de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles
o triples enlaces. Alk puede ser un grupo (CH)r donde r es 1-5. Alk puede ser (CHy)s. Alternativamente, la cadena de
carbono puede contener uno o mas dobles enlaces o triples enlaces. La cadena puede contener un enlace -CH,-CH=CH-
CHo.-, opcionalmente con grupos adicionales CH,. La cadena puede contener un enlace -CH,-C=C-CHj, opcionalmente
con grupos adicionales CHo.

En cualquiera de los ejemplos dados en las formulas VIl a VIII; r puede ser igual a 3.

En cualquiera de los ejemplos dados en las formulas | a VIII; q puede ser igual a 5.

En cualquiera de los ejemplos dados en la férmula Ill, formula VI o formula VII; t puede ser igual a 4.

En cualquiera de los ejemplos dados en las formulas | a VI; n puede ser igual a 1-3. En cualquiera de los ejemplos dados
en las formulas | a VI; n puede ser igual a 1. En cualquiera de los ejemplos dados en las formulas | a VI; n puede ser un
entero 0-1. Donde n es 1, el grupo OH de Z puede estar en cualquier posicion del anillo. El grupo OH de Z puede estar
en la posicion 4. Donde n es 2 o 3, los grupos OH de Z pueden estar en cualquier posicion en el anillo de fenilo.

En cualquiera de los ejemplos dados en las formulas | a VI; cuando n es cero, Y puede ser igual a O 0 Sy no CHo..

En cualquiera de los ejemplos dados en las formulas | a VI; Y puede ser igual a O.

En cualquiera de los ejemplos dados en las formulas | a VI; Y puede ser igual a O. Donde Y es O, n puede ser 0-3. Donde
Y es CHy, n puede ser 1-3.

Los ejemplos adicionales de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con las formulas (Vlla) a (VIid):

mCat+/mAn-

OH

(VIIa)
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en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;
q es un entero de 1-5;

ES 2783 851 T3

mCat+/mAn- Q

mCat+/mAn-

mCat+/mAn-

20

OH

OH

OH

(VIIb)

(VIIc)

(VIId)
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r es un entero de 1-5;
t es un entero de 1-6; y
X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo.

5 Los ejemplos adicionales de compuestos incluyen las estructuras de acuerdo con las formulas (Vllla) a (VIIId):

SO3-

10

15

mCat+/mAn- Q

20

OH

o5 (VIIIa)

30

35

mCat+/mAn-
40

OH
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60

65 (VIIIc)
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mCat+/mAn-

OH

(VITIId)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

r es un entero de 1-5; y

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo.

Los compuestos de la invencion pueden estar representados por la formula (Vllla) o la formula (VIId):

SO3-

mCat+/mAn-

OH

(VIIIa)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

r es un entero de 1-5; y

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;
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mCat+/mAn-

OH
(VIId)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

r es un entero de 1-5;

t es un entero de 1-6; y

X es OH u O 0 un conjugado de éster o amida del mismo.

Un compuesto particularmente util es un nucleétido u oligonucleétido marcado con un colorante como se describe en la
presente descripcion.

El nucleétido u oligonucledtido marcado puede tener el marcador unido al atomo de nitrégeno de indol a través de un
grupo alquil-carboxi para formar una amida. El nucleétido u oligonucleétido marcado puede tener el marcador unido a la
posiciéon C5 de una base pirimidina o la posicién C7 de una base 7-desaza purina a través de una fraccién enlazadora.

El nucledtido u oligonucleétido marcado también puede tener un grupo de bloqueo unido covalentemente al azdcar de la
ribosa o desoxirribosa del nucleétido. El grupo de bloqueo puede unirse en cualquier posicion en el azdcar de ribosa o
desoxirribosa. En modalidades particulares, el grupo de bloqueo esta en la posicion 3' OH del azucar de la ribosa o
desoxirribosa del nucleétido.

En la presente descripcion se proporcionan kits que incluyen dos o mas nucleétidos en donde al menos un nucleétido es
un nucleétido marcado con un compuesto de la presente descripcion. El kit puede incluir dos o mas nucleétidos marcados.
Los nucledtidos se pueden marcar con dos o mas marcadores fluorescentes. Dos o mas de los marcadores pueden
excitarse mediante el uso de una sola fuente de excitacion, que puede ser un laser. Por ejemplo, las bandas de excitacion
para los dos o mas marcadores pueden solaparse al menos parcialmente, de modo que la excitacion en la region de
solapamiento del espectro hace que ambos marcadores emitan fluorescencia. En modalidades particulares, la emision de
los dos 0 mas marcadores ocurrira en diferentes regiones del espectro de manera que se pueda determinar la presencia
de al menos uno de los marcadores mediante la distincion éptica de la emision.

El kit puede contener cuatro nucleétidos marcados, donde el primero de cuatro nucleétidos se marca con un compuesto
como se describe en la presente descripcion. En dicho kit, el segundo, tercero y cuarto nucleétidos pueden marcarse cada
uno con un compuesto que es opcionalmente diferente del marcador en el primer nucleétido y opcionalmente diferente de
los marcadores entre si. Por lo tanto, uno o mas de los compuestos pueden tener un maximo de absorbancia y/o un
maximo de emision distintos de manera que los compuestos se pueden distinguir de otros compuestos. Por ejemplo, cada
compuesto puede tener un maximo de absorbancia y/o un maximo de emisién distinto de manera que cada uno de los
compuestos se puede distinguir de los otros tres compuestos. Se debe entender que las partes del espectro de
absorbancia y/o espectro de emision distintos de los maximos pueden diferir y estas diferencias pueden explotarse para
distinguir los compuestos. El kit puede ser de manera que dos o mas de los compuestos tienen un maximo de absorbancia
por encima de 600 nm. Los compuestos de la invencion tipicamente absorben luz en la regién por encima de 640 nm.

Los compuestos, nucleétidos o kits que se exponen en la presente descripcidon pueden usarse para detectar, medir o
identificar un sistema bioldgico (que incluye, por ejemplo, procesos o componentes del mismo). Las técnicas ilustrativas
que pueden emplear los compuestos, nucledtidos o kits incluyen secuenciacion, analisis de expresion, analisis de
hibridacion, analisis genético, analisis de ARN, ensayo celular (por ejemplo, analisis de unién celular o funcién celular) o
ensayo de proteinas (por ejemplo, ensayo de union a proteinas o ensayo de actividad de proteinas). El uso puede ser en

23
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un instrumento automatizado para llevar a cabo una técnica particular, tal como un instrumento de secuenciacion
automatizada. El instrumento de secuenciacion puede contener dos laseres que operan a diferentes longitudes de onda.

En la presente descripcion se describe un método para sintetizar compuestos de la descripcién. Un compuesto de férmula
(X) y/o (X1), (X2) (X3) o (X4) o una sal del mismo puede usarse como material de partida para la sintesis de colorantes
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de polimetina simétricos o asimétricos:

RC1 Ra1
N
\
(CHy)r
AN
(@]
OH
(X)
RC1 Ra1
Req Ray R
R, 0NN
N N\ \N \
Al (CHy)r
r (CHp)r N
N o)
0
OH OH
(X1) (X2)
Ry Ra,
R\
N A \’\{
(CHo)r
o) \o
OH OH
(X3) (X4)

o una sal de los mismos en donde Ra4 es H, SO3’, sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un atomo de
carbono adyacente; Rcq es alquilo o alquilo sustituido; Ar es un grupo aromatico y R es un grupo alquilo. Donde se
muestran ejemplos especificos de 4-hidroxifenilo, otros grupos hidroxilo adicionales pueden estar sustituidos en el anillo

en casos donde n es mayor que uno. r puede ser igual a 3.
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En la presente descripcidon se describe un método para sintetizar compuestos de la descripcién. Un compuesto de férmula
(X5) o una sal del mismo puede usarse como material de partida para la sintesis de colorantes de polimetina simétricos o
asimétricos:

OH

(X5)
Como se usa en la presente descripcion, el término "alquilo" se refiere a hidrocarburo C4-Cy y puede incluir anillos
carbociclicos no aromaticos Cs-C19. En modalidades particulares, los grupos alquilo son alquilo C4-Cs que se refieren a
radicales de hidrocarburo de cadena lineal o ramificada, saturados, que contienen entre uno y seis atomos de carbono,
respectivamente. En casos particulares, los grupos alquilo pueden incluir uno o mas grupos insaturados, y por lo tanto
incluir alquenilo y alquinilo.

El término "halégeno” como se usa en la presente descripcion se refiere a fluoro- (en adelante designado como F), cloro-
(en adelante designado como Cl), bromo- (en adelante designado como Br) o yodo- (en adelante designado como |), y
usualmente se refiere a la sustitucion de un atomo de hidrégeno en un compuesto organico, esta sustitucion es
opcionalmente una sustitucion completa para el hidrégeno.

El término "alquilo sustituido" se refiere a grupos alquilo, alquenilo o alquinilo como se definié anteriormente, donde pueden
estar opcionalmente sustituidos adicionalmente con, pero no limitado a, halo, ciano, SO3, SRa, ORa, NRbRc, oxo,
CONRbRc, COOH y COORb. Ra, Rb y Rc pueden seleccionarse cada uno independientemente de H, alquilo, alquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido. Ademas, dicho alquilo
sustituido, alquenilo sustituido y alquinilo sustituido pueden interrumpirse opcionalmente por al menos un heteroatomo o
grupo seleccionado de O, NRb, S(O); donde t es de 0 a 2, y similares. El alquilo sustituido también cubre un grupo tal
como bencilo donde los grupos alquilo comprenden una fraccién adicional arilo o arilo sustituido.

Los colorantes de acuerdo con la presente descripcidon pueden sintetizarse a partir de una variedad de diferentes
materiales de partida, que incluyen los indoles sustituidos con N-propil-4-hidroxifeniléter. Los colorantes pueden hacerse
simétricamente, de modo que el mismo indol esta en ambos extremos de la cadena de polimetina, o asimétricamente, de
manera que diferentes indoles estan en cada extremo del croméforo. Los métodos para preparar colorantes de polimetina
se conocen bien en la técnica.

De acuerdo con un aspecto de la descripcidn, se proporcionan compuestos colorantes adecuados para la unién a
fracciones de sustrato, que comprenden particularmente grupos de enlace para permitir la unién a fracciones de sustrato.
Las fracciones de sustrato pueden ser practicamente cualquier molécula o sustancia a la cual se puedan conjugar los
colorantes de la descripcion y, por medio de ejemplo no limitante, pueden incluir nucledsidos, nucledtidos, polinucledtidos,
carbohidratos, ligandos, particulas, superficies sdlidas, polimeros organicos e inorganicos, cromosomas, nucleos, células
vivas y combinaciones o asociaciones de los mismos. Los colorantes pueden conjugarse mediante un enlazador opcional
por una variedad de medios que incluyen atraccion hidréfoba, atraccion idnica y union covalente. Particularmente, los
colorantes se conjugan con el sustrato mediante union covalente. Mas particularmente, la union covalente es por medio
de un grupo de enlace.

La conjugacién del compuesto colorante con el sustrato puede llevarse a cabo a través del grupo carboxilo COX, que
puede convertirse en una amida o un éster.

Los colorantes de acuerdo con la presente descripcion pueden incluir un grupo de enlace reactivo en una de las posiciones
sustituyentes para la union covalente del colorante a otra molécula. Los grupos de enlace reactivos son fracciones capaces
de formar un enlace (por ejemplo, un enlace covalente o no covalente). En una modalidad particular, el enlazador puede
ser un enlazador escindible. El uso del término "enlazador escindible" no pretende implicar que se requiere el enlazador
completo para eliminarse. El sitio de escisidon puede situarse en una posicién en el enlazador que hace que parte del
enlazador permanezca adherido al colorante y/o a la fraccion de sustrato después del clivaje. Los enlazadores escindibles
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pueden ser, por medio de ejemplo no limitante, enlazadores escindibles electrofilicamente, enlazadores escindibles
enzimaticamente, enlazadores escindibles nucleofilicamente, enlazadores fotoescindibles, escindibles bajo condiciones
reductoras (por ejemplo, enlazadores que contienen disulfuro o azida), condiciones oxidativas, escindibles mediante el
uso de enlances de seguridad-captura y escindibles por mecanismos de eliminacion. El uso de un enlazador escindible
para unir el compuesto colorante a una fraccion de sustrato proporciona la opcion de eliminar el marcador, por ejemplo,
después de la detecciodn, lo que evita de ese modo cualquier sefial interferente en las etapas posteriores.

Se pueden encontrar grupos de enlaces Utiles en el numero de la publicacion PCT W02004/018493 ejemplos de los
cuales incluyen enlazadores que pueden escindirse mediante el uso de fosfinas solubles en agua o catalizadores de
metales de transicion solubles en agua formados a partir de un metal de transicién y ligandos al menos parcialmente
solubles en agua. En solucion acuosa, los ultimos forman complejos de metales de transicion al menos parcialmente
solubles en agua. Dichos enlazadores escindibles pueden usarse para conectar bases de nucleétidos a marcadores tales
como los colorantes expuestos en la presente descripcion.

Los enlazadores particulares se pueden encontrar en el nimero de la publicacion PCT W02004/018493 tales como los
que incluyen las fracciones de la formula:

N3
*\X)\* NN
T

3K

|
*\I/I”TY\/\
X, ©
O
T—N7
N3 0 x

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

En modalidades particulares, la longitud del enlazador entre un colorante fluorescente (fluoréforo) y una base guanina
puede alterarse, por ejemplo, mediante la introduccion de un grupo espaciador de polietilenglicol, de esta manera aumenta
la intensidad de esta fluorescencia en comparacion con el mismo fluoréforo unido a la base de guanina a través de otros
enlaces conocidos en la técnica. Los enlazadores ilustrativos y sus propiedades se exponen en el nimero de solicitud de
la patente GB 0517097.2, publicado como WO07020457. El disefio de los enlazadores, y especialmente de su mayor
longitud, puede permitir mejoras en el brillo de los fluoréforos unidos a las bases guanina de los nucleétidos de guanosina
cuando se incorporan a polinucleétidos como el ADN. Por lo tanto, cuando el colorante es para uso en cualquier método
de analisis que emplea deteccion de un marcador de colorante fluorescente unido a un nucleétido que contiene guanina,
puede ser ventajoso usar un enlazador que tenga un grupo espaciador de féormula - ((CH2)20),- en donde n es un entero
entre 2 y 50, por ejemplo, como se describe en el documento WO07020457.

La presente descripcion proporciona ademas conjugados de nucledsidos y nucleétidos marcados con uno o mas de los
colorantes expuestos en la presente descripcion (nucleétidos modificados). Los nucledsidos y nucleétidos marcados son
utiles para marcar polinucleétidos formados por sintesis enzimatica, tales como, por medio de ejemplo no limitante, en
amplificacion por PCR, amplificacion isotérmica, amplificacion en fase solida, secuenciacion de polinucleétidos (por
ejemplo, secuenciacion en fase solida), reacciones de traduccion de muesca y similares.

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

Un "nucledsido” es estructuralmente similar a un nucleétido, pero carece de las fracciones fosfato. Un ejemplo de un
analogo de nucledsido seria uno en el que se une el marcador a la base y no hay ningiin grupo fosfato unido a la molécula
de azucar.

Aunque la base se refiere usualmente como una purina o pirimidina, el experto apreciara que los derivados y analogos
estan disponibles los cuales no alteran la capacidad del nucleétido o nucledsido de experimentar el emparejamiento de
bases de Watson-Crick. "Derivado” o "analogo" significa un compuesto o molécula cuya estructura nucleo es la misma
que, o se parece mucho a la de un compuesto original, pero que tiene una modificaciéon quimica o fisica, tal como un
grupo lateral diferente o adicional, lo que permite que el nucleétido o nucledsido derivado se enlace a otra molécula. Por
ejemplo, la base puede ser una desazapurina. En modalidades particulares, los derivados son capaces de experimentar
el emparejamiento de Watson-Crick. "Derivado" y "analogo" también incluye, por ejemplo, un derivado sintético de
nucledtido o nucledsido que tiene fracciones de base modificadas y/o fracciones de azdcar modificadas. Tales derivados
y analogos se discuten en, por ejemplo, Scheit, Nucleotide analogs (John Wiley & Son, 1980) and Uhlman y otros,
Chemical Reviews 90:543-584, 1990. Los analogos de nucledtidos también pueden tener enlaces de fosfodiéster
modificados que incluyen enlaces de fosforotioato, fosforoditioato, alquilfosfonato, fosforanilidato, fosforamidato y
similares.

Un colorante se puede unir a cualquier posicion en una base de nucleétidos, por ejemplo, a través de un enlazador. En
modalidades particulares, el emparejamiento de bases de Watson-Crick todavia se puede llevar a cabo para el analogo
resultante. Los sitios de marcado de nucleobases particulares incluyen la posicion C5 de una base de pirimidina o la
posicion C7 de una base de 7-desaza purina. Como se describié anteriormente, se puede usar un grupo de enlace para
unir covalentemente un colorante al nucledsido o nucleétido.

En modalidades particulares, el nucledsido o nucledtido marcado puede ser incorporable enzimaticamente y extensible
enzimaticamente. En consecuencia, una fraccion enlazadora puede tener una longitud suficiente para conectar el
nucledtido al compuesto de manera que el compuesto no interfiera significativamente con la unién y el reconocimiento
general del nucledtido por una enzima de replicacion de acido nucleico. Por lo tanto, el enlazador puede comprender
ademas una unidad espaciadora. El espaciador separa, por ejemplo, la base de nucleétidos de un sitio de escision o
marcador.

Los nucledsidos o nucleétidos marcados con colorantes de la descripcion pueden tener la formula:

B-L-Dye

R'O
R™

R"

Donde Dye es un compuesto colorante de acuerdo con la presente descripcion, B es una nucleobase, tal como, por
ejemplo, uracilo, timina, citosina, adenina, guanina y similares, y L es un grupo de enlace opcional que puede o no estar
presente. R' puede ser H, monofosfato, difosfato, trifosfato, tiofosfato, un analogo de éster de fosfato, - O- unido a un
grupo que contiene fésforo reactivo u -O- protegido por un grupo de bloqueo. R" puede ser H, OH, una fosforamidita o un
grupo de bloqueo 3'OH y R" es H u OH.

Cuando R" es fosforamidita, R' es un grupo protector de hidroxilo escindible con acido que permite el subsecuente
acoplamiento de monémeros bajo condiciones de sintesis automatizadas.

En una modalidad particular, el grupo de bloqueo esta separado e independiente del compuesto colorante, es decir, no
esta directamente unido a él. En una modalidad alternativa, el colorante puede comprender todo o parte del grupo de
bloqueo 3'OH. Por lo tanto, R" puede ser un grupo de bloqueo 3'OH que puede comprender o no un compuesto colorante
divulgado en la presente descripcion.

En aun otra modalidad alternativa, no hay un grupo de bloqueo sobre el carbono 3' del azlcar pentosa y el colorante (o
construccion de colorante y enlazador) unido a la base, por ejemplo, puede ser de un tamafio o estructura suficiente para
actuar como un bloque para la incorporacion de un nucleétido adicional. Por lo tanto, el bloqueo puede deberse a un
impedimento estérico o puede deberse a una combinacion de tamario, carga y estructura, ya sea que el colorante se una
0 no a la posicién 3' del azucar.
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Todavia en otra modalidad alternativa mas, el grupo de bloqueo esta presente en el carbono 2' 0 4' del azlcar pentosa y
puede ser de un tamafio o estructura suficiente para actuar como un bloque para la incorporacién de un nucleétido
adicional. El uso de un grupo de bloqueo permite controlar la polimerizacién, tal como detener la extensiéon cuando se
incorpora un nucleétido modificado. Si el efecto de bloqueo es reversible, por ejemplo, por medio de ejemplo no limitante,
al cambiar las condiciones quimicas o al eliminar un bloqueo quimico, la extension se puede detener en ciertos puntos y
luego permitir que continte.

En otra modalidad particular, un grupo de bloqueo 3'OH comprendera fracciones descritas en el
documentoW02004/018497. Por ejemplo, el grupo de bloqueo puede ser azidometilo (CH2N3) o alilo.

En una modalidad particular, un enlazador (entre colorante y nucledétido) y un grupo de bloqueo estan presentes y son
fracciones separadas. En modalidades particulares, el enlazador y el grupo de bloqueo son ambos escindibles bajo
condiciones sustancialmente similares. Por lo tanto, los procesos de desproteccion y desbloqueo pueden ser mas
eficiente, ya que sdélo un Unico tratamiento se requerira para eliminar el compuesto colorante y el bloqueo. Sin embargo,
en algunas modalidades, un enlazador y un grupo de bloqueo no necesitan ser escindibles bajo condiciones similares,
sino que son escindibles individualmente bajo condiciones distintas.

Esta descripcién también abarca polinucleétidos que incorporan compuestos colorantes. Dichos polinucleétidos pueden
ser ADN o ARN comprendidos respectivamente de desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos unidos en un enlace
fosfodiéster. Los polinucledtidos de acuerdo con la descripcion pueden comprender nucleétidos de origen natural,
nucledtidos de origen no natural (o modificados) distintos de los nucleétidos modificados de la descripcion o cualquier
combinacion de los mismos, en combinacion con al menos un nucleétido modificado (por ejemplo, marcado con un
compuesto colorante) expuesto en la presente descripcion. Los polinucleétidos de acuerdo con la descripcion también
pueden incluir enlaces de cadena principal no naturales y/o modificaciones quimicas no nucleotidicas. También se
contemplan estructuras quiméricas compuestas de mezclas de ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos que comprenden
al menos un nucleétido modificado de acuerdo con la descripcion.

Los nucledtidos modificados (o nucledsidos) que comprenden un compuesto colorante de acuerdo con la presente
descripcion pueden usarse en cualquier método de andlisis, tales como métodos que incluyen la deteccion de un marcador
fluorescente unido a un nucleétido o nucledsido, ya sea solo o incorporado dentro o asociado con una estructura molecular
mas grande o conjugado. En este contexto, el término "incorporado en un polinucledtido" puede significar que el fosfato
5' esta unido en un enlace fosfodiéster al grupo hidroxilo 3' de un segundo nucleétido (modificado o no modificado), que
puede formar parte de una cadena polinucleotidica mas larga. El extremo 3' de un nucleétido modificado expuesto en la
presente descripcion puede o no unirse en un enlace fosfodiéster al fosfato 5' de un nucleétido adicional (modificado o no
modificado). Por lo tanto, en una modalidad no limitante, la descripcion proporciona un método para detectar un nucleétido
modificado incorporado en un polinucleétido que comprende: (a) incorporar al menos un nucleétido modificado de la
descripcion en un polinucleétido y (b) detectar el(los) nucledtido(s) modificado(s) incorporado(s) en el polinucleétido por
la deteccion de la sefial fluorescente del compuesto colorante unido a dicho(s) nucleétido(s) modificado(s).

Este método puede incluir: una etapa sintética (a) en la que uno o mas nucleétidos modificados de acuerdo con la
descripcion se incorporan a un polinucleétido y una etapa de deteccion (b) en la que se detectan uno o mas nucledtido(s)
modificado(s) incorporado(s) en el polinucledtido al detectar o medir cuantitativamente su fluorescencia.

En una modalidad de la presente descripcion, al menos un nucleétido modificado se incorpora en un polinucleétido en
una etapa sintética por la accién de una enzima polimerasa.

Sin embargo, pueden usarse otros métodos para unir nucleétidos modificados a polinucleétidos, como por ejemplo sintesis
quimica de oligonucledtidos o ligacion de oligonucledtidos marcados a oligonucleétidos no marcados. Para ello, el término
"incorporar”, cuando se usa en referencia a un nucleétido y polinucleétido, puede abarcar la sintesis de polinucleétidos
por métodos quimicos, asi como también métodos enzimaticos.

En una modalidad especifica, se lleva a cabo una etapa sintética y puede comprender opcionalmente incubar una cadena
de polinucleétidos molde con una mezcla de reaccibn que comprende nucledtidos modificados marcados
fluorecentemente de la descripcion. También se puede proporcionar una polimerasa bajo condiciones que permitan la
formacién de un enlace fosfodiéster entre un grupo hidroxilo 3' libre en una cadena de polinucledtido recocido a la cadena
de polinucledtido molde y un grupo fosfato 5' en el nucleétido modificado. Por lo tanto, una etapa sintética puede incluir la
formacién de una cadena de polinucledtidos segun lo dirigido por el emparejamiento de bases complementarias de
nucledtidos a una cadena molde.

En todas las modalidades del método, la etapa de deteccién puede llevarse a cabo mientras que se hibrida la cadena de
polinucleédtidos en la que los nucleétidos modificados se incorporan a una cadena molde, o después de una etapa de
desnaturalizacion en la que las dos cadenas se separan. Se pueden incluir etapas adicionales, por ejemplo, etapas de
reaccion quimica o enzimatica o etapas de purificacion, entre una etapa sintética y una etapa de deteccion. En particular,
la cadena diana que incorpora el(los) nucleétido(s) modificados(s) puede aislarse o purificarse y luego procesarse
adicionalmente o usarse en un analisis subsecuente. A manera de ejemplo, los polinucleétidos diana marcados con
nucleétido(s) modificado(s) en una etapa sintética pueden usarse subsecuentemente como sondas o cebadores
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marcados. En otras modalidades, el producto de una etapa sintética expuesto en la presente descripcién puede estar
sujeto a etapas de reaccion adicionales y, si se desea, el producto de estas etapas subsecuentes puede purificarse o
aislarse.

Las condiciones adecuadas para una etapa sintética seran bien conocidas por aquellos familiarizados con las técnicas
estandar de biologia molecular. En una modalidad, una etapa sintética puede ser analoga a una reaccion de extension de
cebador estandar mediante el uso de precursores de nucleétidos, incluidos los nucleétidos modificados expuestos en la
presente descripcion, para formar una cadena diana extendida complementaria a la cadena molde en presencia de una
enzima polimerasa adecuada. En otras modalidades, una etapa sintética puede formar parte de una reacciéon de
amplificacién que produce un producto de amplificacién bicatenario marcado comprendido por cadenas complementarias
hibridas derivadas de la copia de las cadenas de polinucledtidos diana y molde. Otras etapas sintéticas ilustrativas
incluyen traduccion de muesca, polimerizacion por desplazamiento de cadena, marcado de ADN cebado aleatorio, etc.
Una enzima polimerasa particularmente Gtil para una etapa sintética es una que es capaz de catalizar la incorporacion de
uno o mas de los nucledtidos modificados expuestos en la presente descripcién. Puede usarse una variedad de
polimerasas de origen natural o modificadas. A manera de ejemplo, puede usarse una polimerasa termoestable para una
reaccion sintética que se lleva a cabo mediante el uso de condiciones de termociclado, mientras que una polimerasa
termoestable puede no ser deseable para reacciones de extension de cebador isotérmicas. Las polimerasas
termoestables adecuadas que son capaces de incorporar los nucleétidos modificados de acuerdo con la descripcion
incluyen aquellas descritas en los documentos WO 2005/024010 o WO06120433. En las reacciones sintéticas que se
llevan a cabo a temperaturas mas bajas, tales como 37 °C, las enzimas polimerasas no necesitan necesariamente ser
polimerasas termoestables, por lo tanto, la elecciéon de la polimerasa dependera de una serie de factores como la
temperatura de reaccion, el pH, la actividad de desplazamiento de cadena y similares.

En modalidades especificas no limitantes, la descripcién abarca métodos de secuenciacion del acido nucleico,
resecuenciacion, secuenciacion del genoma completo, puntuacién Unica de polimorfismo de nucleétidos, o cualquier otra
aplicacién que implique la deteccién del nucledtido o nucleésido modificado marcado con colorantes expuestos en la
presente descripcion cuando se incorporan en un polinucleétido. Cualquier otra variedad de solicitudes que se benefician
del uso de polinucleétidos marcados con los nucleétidos modificados que comprenden colorantes fluorescentes puede
usar nucleétidos o nucledsidos modificados marcados con colorantes expuestos en la presente descripcion.

En una modalidad particular, la descripcion proporciona el uso de nucleétidos modificados que comprenden compuestos
colorantes de acuerdo con la descripcion en una reaccion de secuenciacion por sintesis de polinucleétidos. La
secuenciacion por sintesis generalmente implica la adicion secuencial de uno o mas nucleétidos u oligonucleétidos a una
cadena polinucleotidica en crecimiento en la direccion 5' a 3' mediante el uso de una polimerasa o ligasa con el fin de
formar una cadena polinucleotidica extendida complementaria al acido nucleico molde para ser secuenciado. La identidad
de la base presente en uno o mas de los nucleétidos afiadidos se puede determinar en una etapa de deteccién o
"formacién de imagenes". La identidad de la base afiadida puede determinarse después de cada etapa de incorporacion
de nucledtidos. La secuencia del molde se puede entonces inferir mediante el uso de reglas convencionales de
emparejamiento de bases de Watson-Crick. El uso de los nucledtidos modificados marcados con colorantes expuestos
en la presente descripcion para la determinacién de la identidad de una sola base puede ser Util, por ejemplo, en la
puntuacion de polimorfismos de un solo nucledtido, y tales reacciones de extension de una sola base estan dentro del
alcance de esta descripcion.

En una modalidad de la presente descripcién, la secuencia de un polinucleétido molde se determina al detectar la
incorporacion de uno o mas nucleétidos en una cadena emergente complementaria al polinucleétido molde que se
secuenciara mediante la deteccion de marcador(es) fluorescente(s) unido(s) al nucleétido(s) incorporado(s). La
secuenciacion del polinucleétido molde puede cebarse con un cebador adecuado (o prepararse como una construccion
de horquilla que contendra el cebador como parte de la horquilla), y la cadena emergente se extiende paso a paso
mediante la adicién de nucledtidos al extremo 3' del cebador en una reaccién catalizada por la polimerasa.

En modalidades particulares, cada uno de los diferentes nucleétidos trifosfatos (A, T, G y C) puede marcarse con un
fluoréforo Unico y también comprende un grupo de bloqueo en la posicion 3' para evitar la polimerizacion descontrolada.
Alternativamente, uno de los cuatro nucleétidos puede estar sin marcar (oscuro). La enzima polimerasa incorpora un
nucledtido en la cadena emergente complementaria al polinucleétido molde, y el grupo de bloqueo impide la incorporacion
adicional de nucleétidos. Cualquier nucleétido no incorporado se puede eliminar por lavado y la sefial fluorescente de
cada nucledtido incorporado se puede "leer" dpticamente por medios adecuados, como un dispositivo acoplado por carga
que usa excitacion laser y filtros de emision adecuados. El grupo de bloqueo-3'y los compuestos colorantes fluorescentes
se pueden eliminar (desproteger) (simultaneamente o secuencialmente) para exponer la cadena emergente para la
incorporacioén adicional de nucledtidos. Tipicamente, la identidad del nucleétido incorporado se determinara después de
cada etapa de incorporacioén, pero esto no es estrictamente esencial. De manera similar, el documento de la Patente
Estadounidense. No. 5,302,509 describe un método para secuenciar polinucleétidos inmovilizados sobre un soporte
solido.

El método, como se ejemplificé anteriormente, utiliza la incorporacién de nucledtidos A, G, C y T blogueados en 3'

marcados fluorescentemente en una cadena en crecimiento complementaria al polinucleétido inmovilizado, en presencia
de ADN polimerasa. La polimerasa incorpora una base complementaria al polinucleétido diana, pero el grupo de bloqueo-
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3' impide incorporacion adicional. El marcaje del nucledtido incorporado puede entonces ser determinado y el grupo de
blogueo se elimina por escisiéon quimica para permitir que se produzca la polimerizacion adicional. EI molde de acido
nucleico que se secuenciara en una reaccion de secuenciacion por sintesis puede ser cualquier polinucleétido que se
desee secuenciar. El molde de acido nucleico para una reaccién de secuenciacion comprendera tipicamente una region
bicatenaria que tiene un grupo hidroxilo 3' libre que sirve como cebador o punto de inicio para la adicion de nucleétidos
adicionales en la reaccion de secuenciacion. La region del molde a secuenciar sobresaldra de este grupo hidroxilo 3' libre
en la cadena complementaria. La region sobresaliente del molde a secuenciar puede ser monocatenaria pero puede ser
bicatenaria, dado que "se presenta una muesca" en la cadena complementaria a la cadena molde que se secuenciara
para proporcionar un grupo OH 3' libre para el inicio de la reaccion de secuenciacion. En tales modalidades, la
secuenciacion puede proceder por desplazamiento de cadena. En ciertas modalidades, se puede agregar un cebador que
lleva el grupo hidroxilo 3' libre como un componente separado (por ejemplo, un oligonucleétido corto) que se hibrida con
una regidon monocatenaria del molde a secuenciar. Alternativamente, el cebador y la cadena molde a secuenciar pueden
cada una formar parte de una cadena de acido nucleico parcialmente autocomplementario capaz de formar un duplex
intramolecular, como por ejemplo una estructura de bucle en horquilla. Los polinucleétidos en horquilla y los métodos por
los cuales se pueden unir a soportes sélidos se describen en los documentos publicados de solicitud internacional de
numeros WO0157248 y WO02005/047301. Los nucledtidos se pueden agregar sucesivamente a un cebador en
crecimiento, lo que resulta en la sintesis de una cadena de polinucleétidos en la direccion 5' a 3'. La naturaleza de la base
que se ha agregado puede determinarse, particularmente pero no necesariamente después de cada adicién de
nucledtidos, lo que proporciona por lo tanto informacién de secuencia para el molde de acido nucleico. Por lo tanto, se
incorpora un nucleétido en una cadena de acido nucleico (o polinucleétido) mediante la union del nucleétido al grupo 3'
hidroxilo libre de la cadena de acido nucleico mediante la formacion de un enlace fosfodiéster con el grupo fosfato 5' del
nucleétido.

El molde de acido nucleico a secuenciar puede ser ADN o ARN, o incluso una molécula hibrida compuesta de
desoxinucledtidos y ribonucledtidos. El molde de acido nucleico puede comprender nucleétidos de origen natural y/o no
natural y enlaces de cadena principal naturales o no naturales, dado que estos no impiden la copia del molde en la reaccién
de secuenciacion.

En ciertas modalidades, el molde de acido nucleico que se secuenciara puede unirse a un soporte sélido mediante
cualquier método de enlace adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, mediante unién covalente. En ciertas
modalidades, los polinucleétidos molde pueden unirse directamente a un soporte sélido (por ejemplo, un soporte basado
en silice). Sin embargo, en otras modalidades de la descripcion, la superficie del soporte sélido puede modificarse de
alguna manera para permitir la unién covalente directa de los polinucleétidos molde, o para inmovilizar los polinucleétidos
molde a través de una multicapa de hidrogel o polielectrolito, que puede e si mismo no estar unido covalentemente al
soporte sélido.

Las matrices en las que los polinucleétidos se han unido directamente a soportes a base de silice son aquellas que se
describen, por ejemplo, en el documento WO00006770, en donde los polinucledtidos se inmovilizan en un soporte de
vidrio por reaccion entre un grupo epoxido colgante sobre el vidrio con un grupo amino interno en el polinucledétido.
Ademas, los polinucleétidos se pueden unir a un soporte sélido por reacciéon de un nucledfilo a base de azufre con el
soporte solido, por ejemplo, como se describe en el documentoW02005/047301. Un ejemplo todavia adicional de
polinucledtidos molde con soporte solido es cuando los polinucleétidos molde se unen al hidrogel soportado sobre
soportes solidos a base de silice u otros soportes solidos, por ejemplo, como se describe en los documentos WO00/31148,
WO01/01143, WO02/12566, W003/014392, Patente Estadounidense. No. 6,465,178 y WO00/53812.

Una superficie particular a la cual pueden inmovilizarse los polinucleétidos molde es un hidrogel de poliacrilamida. Los
hidrogeles de poliacrilamida se describen en las referencias citadas anteriormente y en el documento W02005/065814.

Las moléculas de molde de ADN se pueden unir a perlas o microparticulas, por ejemplo como se describe en la Patente
Estadounidense. No. 6,172,218. La union a perlas o microparticulas puede ser Util para las aplicaciones de secuenciacion.
Se pueden preparar bibliotecas de perlas donde cada perla contiene diferentes secuencias de ADN. Bibliotecas y métodos
ilustrativos para su creacion se describen en Nature. 437, 376-380 (2005); Science. 309, 5741, 1728-1732 (2005). La
secuenciacion de matrices de tales perlas mediante el uso de nucledtidos expuestos en la presente descripcion esta
dentro del alcance de la descripcion.

Los moldes que se van a secuenciar pueden formar parte de una "matriz" sobre un soporte sélido, en cuyo caso la matriz
puede adoptar cualquier forma conveniente. Por lo tanto, el método de la descripcion es aplicable a todos los tipos de
matrices de alta densidad, que incluye las matrices de una sola molécula, las matrices agrupadas y las matrices de perlas.
Los nucledtidos modificados marcados con compuestos colorantes de la presente descripcion pueden usarse para
secuenciar moldes sobre esencialmente cualquier tipo de matriz, que incluyen, pero no se limitan a las formadas por
inmovilizacién de moléculas de acido nucleico sobre un soporte sélido.

Sin embargo, los nucledtidos modificados marcados con compuestos colorantes de la descripcion son particularmente
ventajosos en el contexto de la secuenciacion de matrices agrupadas. En matrices agrupadas, distintas regiones en la
matriz (a2 menudo denominadas sitios o caracteristicas) comprenden multiples moléculas de molde de polinucleétidos.
Generalmente, las moléculas de polinucleétidos multiples no se pueden resolver individualmente por medios 6pticos y, en
cambio, se detectan como un conjunto. En dependencia de como se forma la matriz, cada sitio en la matriz puede
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comprender multiples copias de una molécula de polinucleétido individual (por ejemplo, el sitio es homogéneo para una
especie de acido nucleico de cadena sencilla o doble particular) o incluso copias multiples de un pequefio nimero de
diferentes moléculas de polinucleétidos (por ejemplo, copias multiples de dos especies diferentes de acido nucleico). Se
pueden producir matrices agrupadas de moléculas de acidos nucleicos mediante el uso de técnicas generalmente
conocidas en la técnica. A manera de ejemplo, los documentos WO 98/44151 y WO00/18957, describen métodos de
amplificacién de acidos nucleicos en donde tanto el molde como los productos de amplificacién permanecen inmovilizados
sobre un soporte solido con el fin de formar matrices compuestas de grupos o "colonias" de moléculas de acidos nucleicos
inmovilizado. Las moléculas de acidos nucleicos presentes en las matrices agrupadas preparadas de acuerdo con estos
métodos son moldes adecuados para la secuenciacion mediante el uso de los nucleétidos modificados marcados con los
compuestos colorantes de la descripcion.

Los nucledtidos modificados marcados con compuestos colorantes de la presente descripcion también son Utiles en la
secuenciacion de moldes en matrices de moléculas individuales. El término "matriz de molécula tunica" o "SMA", como se
usa en la presente descripcion, se refiere a una poblacion de moléculas de polinucledtidos, distribuidas (o agrupadas)
sobre un soporte sélido, en donde la separacion de cualquier polinucleétido individual de todas las demas de la poblacién
es tal que es posible resolver individualmente las moléculas de polinucledtidos individuales. Las moléculas de acidos
nucleicos diana inmovilizadas sobre la superficie del soporte soélido pueden por lo tanto poder resolverse por medios
opticos en algunas modalidades. Esto significa que una o mas sefales distintas, cada una en representacion de un
polinucleétido, ocurrira dentro del area resoluble del dispositivo de imagen particular usado.

Se puede lograr la deteccion de una sola molécula en donde el espacio entre las moléculas de polinucledtidos adyacentes
en una matriz es de al menos 100 nm, mas particularmente al menos 250 nm, alin mas particularmente al menos 300 nm,
incluso mas particularmente al menos 350 nm. Por lo tanto, cada molécula es individualmente resoluble y detectable como
un punto fluorescente de molécula Unica, y la fluorescencia de dicho punto fluorescente de molécula unica también exhibe
fotoblanqueamiento en una sola etapa.

Los términos "resuelto individualmente" y "resolucién individual" se usan en la presente descripcion para especificar que,
cuando se visualiza, es posible distinguir una molécula en la matriz de sus moléculas vecinas. La separacion entre las
moléculas individuales sobre la matriz se determinara, en parte, por la técnica particular usada para resolver las moléculas
individuales. Las caracteristicas generales de las matrices de moléculas individuales se entenderan por referencia a las
solicitudes publicadas WO00/06770 y WO 01/57248. Aunque un uso de los nucledtidos modificados de la descripcion es
en reacciones de secuenciacion por sintesis, la utilidad de los nucleétidos modificados no se limita a tales métodos. De
hecho, los nucledtidos pueden usarse ventajosamente en cualquier metodologia de secuenciacion que requiera la
deteccion de marcadores fluorescentes unidos a nucleétidos incorporados en un polinucleétido.

En particular, los nucleétidos modificados marcados con compuestos colorantes de la descripcion pueden usarse en
protocolos de secuenciacion fluorescente automatizada, particularmente secuenciacion fluorescente del ciclo colorante-
terminador basado en el método de secuenciacion de terminacion de cadena de Sanger y colaboradores. Tales métodos
generalmente usan enzimas y secuenciacion de ciclo para incorporar didesoxinucleétidos marcados con fluorescencia en
una reaccion de secuenciacion de extension del cebador. Los llamados métodos de secuenciacion de Sanger y los
protocolos relacionados (tipo Sanger) usan la terminacién de cadena aleatoria con didesoxinucleétidos marcados.

Por lo tanto, la presente descripcion también abarca nucleétidos modificados marcados con compuestos colorantes que
son didesoxinucleétidos que carecen de grupos hidroxilo en las posiciones 3'y 2', dichos didesoxinucleétidos modificados
son adecuados para su uso en métodos de secuenciacion tipo Sanger y similares.

Los nucledtidos modificados marcados con compuestos colorantes de la presente descripcion que incorporan grupos de
bloqueo 3', seran reconocidos, también pueden ser Utiles en los métodos de Sanger y protocolos relacionados, ya que el
mismo efecto logrado mediante el uso de los nucleétidos didesoxi modificados puede lograrse mediante el uso de los
nucledtidos modificados que tienen grupos de bloqueo 3'-OH: ambos evitan la incorporacién de nucledtidos posteriores.
Cuando se usan los nucledtidos de acuerdo con la presente descripcion, y que tienen un grupo de grupo de blogueo 3/,
se usaran en los métodos de secuenciacion tipo Sanger, se apreciara que los compuestos colorantes o marcadores
detectables unidos a los nucledtidos no necesitan estar conectados a través de enlazadores escindibles, ya que en cada
instancia en la que se incorpora un nucleétido marcado de la descripcidon, no existen nucleétidos que necesitan ser
incorporados subsecuetemente y por lo tanto, el marcador no necesita ser retirado del nucledétido.

La presente descripcion también proporciona kits que incluyen nucledsidos y/o nucleétidos modificados marcados con
colorantes. Tales kits generalmente incluiran al menos un nucleétido o nucledsido modificado marcado con un colorante
expuesto en la presente descripcion junto con al menos un componente adicional. Los componentes adicionales pueden
ser uno o mas de los componentes identificados en un método expuesto anteriormente o en la seccion de Ejemplos a
continuacioén. Algunos ejemplos no limitantes de componentes que pueden combinarse en un kit de la presente descripcion
se exponen a continuacion.

En una modalidad particular, un kit puede incluir al menos un nucleétido o nucleésido modificado marcado con un colorante

expuesto en la presente descripcion junto con nucleétidos o nucledsidos modificados o no modificados. Por ejemplo, los
nucleétidos modificados marcados con colorantes de acuerdo con la descripciéon pueden suministrarse en combinacion
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con nucleétidos nativos o sin marcar, y/o con nucledtidos marcados con fluorescencia o cualquier combinacion de los
mismos. En consecuencia, los kits pueden comprender nucleétidos modificados marcados con colorantes de acuerdo con
la descripcion y nucleétidos modificados marcados con otros, por ejemplo, compuestos colorantes de la técnica anterior.
Las combinaciones de nucledtidos pueden proporcionarse como componentes individuales separados (por ejemplo, un
tipo de nucledtido por recipiente o tubo) o como mezclas de nucleétidos (por ejemplo, dos 0 mas nucledtidos mezclados
en el mismo recipiente o tubo).

Cuando los kits comprenden una pluralidad, particularmente dos, mas particularmente cuatro, nucleétidos modificados
marcados con un compuesto colorante, los diferentes nucleétidos pueden estar marcados con diferentes compuestos
colorantes, o uno puede ser oscuro, sin compuestos colorantes. Cuando los diferentes nucleétidos estan marcados con
diferentes compuestos colorantes, una caracteristica de los kits es que dichos compuestos colorantes son colorantes
fluorescentes espectralmente distinguible. Como se usa en la presente descripcion, el término "colorantes fluorescentes
espectralmente distinguible" se refiere a los colorantes fluorescentes que emiten energia fluorescente a longitudes de
onda que pueden distinguirse mediante un equipo de deteccion fluorescente (por ejemplo, una plataforma de
secuenciacion de ADN con base capilar comercial) cuando estan presentes dos o mas de estos colorantes en una
muestra. Cuando dos nucleétidos modificados marcados con compuestos colorantes fluorescentes se suministran en
forma de kit, una caracteristica de algunas modalidades es que los colorantes fluorescentes espectralmente distinguible
pueden excitarse a la misma longitud de onda, tal como, por ejemplo, por el mismo laser. Cuando cuatro nucleétidos
modificados marcados con compuestos colorantes fluorescentes se suministran en forma de kit, una caracteristica de
algunas modalidades es que dos de los colorantes fluorescentes espectralmente distinguible pueden excitarse en una
longitud de onda y los otros dos colorantes espectralmente distinguibles pueden excitarse en otra longitud de onda. Las
longitudes de onda de excitacion particulares son 532 nm, 630 nm a 700 nm, particularmente 660 nm.

En una modalidad, un kit incluye un nucleétido modificado marcado con un compuesto de la presente descripcion y un
segundo nucleétido modificado marcado con un segundo colorante en donde los colorantes tienen una diferencia en la
absorbancia maxima de al menos 10 nm, particularmente de 20 nm a 50 nm. Mas particularmente, los dos compuestos
colorantes tienen desplazamientos de Stokes de entre 15-40 nm, donde el "desplazamiento de Stokes" es la distancia
entre las longitudes de onda del pico absorcion y del pico de emision.

En una modalidad adicional, un kit puede incluir ademas otros dos nucleétidos modificados marcados con colorantes
fluorescentes en donde los colorantes son excitados por el mismo laser a 488 nm a 550 nm, particularmente 532 nm. Los
colorantes pueden tener una diferencia en la absorbancia maxima de al menos 10 nm, particularmente de 20 nm a 50 nm.
Mas particularmente, los dos compuestos colorantes pueden tener desplazamientos de Stokes de entre 20-40 nm. Aln
mas particularmente, los dos compuestos colorantes pueden tener un maximo de absorbancia diferente por debajo de
640 nm, particularmente por debajo de 600 nm. Los colorantes particulares que son espectralmente distinguibles de los
colorantes de polimetina de la presente descripcion y que cumplen los criterios anteriores son analogos de polimetina
como se describe en el documento de Patente Estadounidense. No. 5,268,486 (por ejemplo, Cy3) o WO 0226891 (Alexa
532; Molecular Probes A20106) o polimetinas asimétricas como se describe en el documento de Patente Estadounidense.
No. 6,924,372. Los colorantes alternativos incluyen analogos de rodamina, por ejemplo, tetrametil rodamina y analogos
de la misma.

En una modalidad alternativa, los kits de la descripcidon pueden contener nucleétidos donde la misma base se marca con
dos compuestos diferentes. Un primer nucledtido puede marcarse con un compuesto de la descripcion. Un segundo
nucleétido puede marcarse con un compuesto espectralmente distinto, por ejemplo, un colorante 'verde' que absorbe a
menos de 600 nm. Un tercer nucleétido puede marcarse como una mezcla del compuesto de la descripcion y el compuesto
espectralmente distinto, y el cuarto nucleétido puede ser 'oscuro’ y no contener marcador. En términos simples, por lo
tanto, los nucledtidos 1-4 pueden marcarse como 'verde', 'rojo’, 'rojo/verde' y oscuro. Para simplificar la instrumentacion
adicional, se pueden marcar cuatro nucleétidos con dos colorantes excitados con un solo laser y, por lo tanto, el marcado
de los nucleodtidos 1-4 puede ser 'rojo 1', 'rojo 2' 'rojo 1/rojo 2', y oscuro o 'verde 1', 'verde 2' verde 1/verde 2 'y oscuro.

Los nucledtidos pueden contener dos colorantes de la presente descripcion. Los colorantes donde Raq o0 Raz es un anillo
aromatico adicional fusionado a carbonos adyacentes del anillo de indol que absorben a una longitud de onda mas larga
que donde los colorantes no tienen la conjugaciéon aromatica adicional. Un kit puede contener dos o mas nucleétidos
marcados con colorantes de la descripcion. Un kit puede contener un nucleétido marcado con un compuesto de la
descripcion donde cada uno de Ra; y Raz es independientemente H, SOjs", sulfonamida o halégeno, y un nucledtido
marcado con un compuesto de la descripcién donde uno o ambos Ra; y Ra; es un anillo adicional fusionado a un atomo
de carbono adyacente. Los kits pueden contener un nucleétido adicional donde el nucleétido se marca con un colorante
que absorbe en la regiéon de 520 nm a 560 nm. Los kits pueden contener ademas un nucleétido no marcado.

Los nucleétidos pueden contener dos colorantes de la presente descripcidon. Los colorantes donde p es uno absorben a
una longitud de onda mas corta que donde p es dos. Un kit puede contener dos o mas nucleétidos marcados con
colorantes de la descripcion. Un kit puede contener un nucleétido marcado con un compuesto de la descripciéon donde p
es uno, y un nucledtido marcado con un compuesto de la descripcion donde p es dos. Los kits pueden contener un
nucleétido adicional donde el nucleétido se marca con un tercer marcador. Los kits pueden contener ademas un nucleétido
no marcado o un nucleétido marcado con un cuarto marcador.
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Aunque los kits se ejemplifican anteriormente con respecto a las configuraciones que tienen diferentes nucleétidos que
estan marcados con diferentes compuestos colorantes, se entendera que los kits pueden incluir 2, 3, 4 o mas nucledtidos
diferentes que tienen el mismo compuesto colorante.

En modalidades particulares, un kit puede incluir una enzima polimerasa capaz de catalizar la incorporacion de los
nucledétidos modificados en un polinucleétido. Otros componentes que se incluiran en tales kits pueden incluir tampones
y similares. Los nucleétidos modificados marcados con colorantes de acuerdo con la descripcion, y otros componentes
de nucledtidos que incluyen mezclas de diferentes nucledtidos, pueden proporcionarse en el kit en una forma concentrada
para diluirse antes de su uso. En tales modalidades, también se puede incluir un tampén de dilucién adecuado.
Nuevamente, uno o mas de los componentes identificados en un método expuesto en la presente descripcion pueden
incluirse en un kit de la presente descripcion.

Se nota que, como se usa en esta descripcion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una", y

"el/la" incluyen los referentes plurales a menos que expresa e inequivocamente se limite a una referente.
Detalles experimentales

Preparacion de 4-(3-bromopropoxi)fenol

HO. KOH Br\/\/o
oH MeOH, 65C, 18h 0o

A una solucioén de hidroquinona (3 g; 27,2 mmol) en metanol (30 mL) se le afiadio bajo N2 hidroxido de potasio (2 g; 35,4
mmol) y 1,3-dibromopropano (8,3 mL; 81,7 mmol). La reaccion se agit6 toda la noche a 65 °C. Luego, los volatiles se
eliminaron al vacio y se afadio éter dietilico (30 mL). La capa organica se lavé con una solucidon acuosa saturada de
cloruro de amonio y agua (30 mL cada una). La capa organica se sec6 con sulfato de magnesio, se filtré y los volatiles se
eliminaron al vacio. La suspension beige resultante se purificd por cromatografia instantanea sobre gel de silice (eluyente:
éter de petroleo/acetato de etilo 70/30) al proporcionar 2,6 g de una suspension blanca. Rendimiento: 41 %. RMN de
protén (CDCIs) : 6,87-6,73 (4H, m, H-Ar); 5,36 (1H, s, OH); 4,04 (2H, t, J = 6,2 Hz); 3,60 (2H, J = 6,2 Hz); 2,28 (2H, q, J =
6,2 Hz, H-2). RMNC13(CDCl3) : 152,8; 149,6; 116,1; 116,0; 66,7; 34,4; 30,2.

Preparacion de acido 4- (2,3-dimetil-3H-indol-3-il)butano-1-sulfénico

o O\\S/O
N\
o} \O

QO=—=8—
.
_ /
NH-NH2 AGOH, 130 °C, 3h N

e}

La fenilhidrazina (8,6 mmol; 850 uL) y el acido 5-metil-6-oxoheptanosulfénico (7,2 mmol; 1,5 g) en acido acético glacial
(19 mL) se agitaron a 130 °C durante 3 horas. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y el disolvente se
elimind al vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia instantanea sobre gel de silice (eluyente:
diclorometano/metanol 80/20) que proporciona 1,23 g de espuma de color amarillo palido. Rendimiento: 61 %. EM (DUIS):
E~ 280 (M-1); RMN de protén (D20): 7,42 (1H, d, J = 7,8Hz, H-4); 7,27 (1H, t, J = 7,8Hz, H-5); 7,24 (1H, d, J = 7,8Hz, H-
7); 7,17 (1H, t, J = 7,8Hz, H-6); 2,59 (2H, dd, J = 7,6; 8,9Hz, H-11); 2,21-2,13 (1H, m); 1,88-1,73 (2H,m, H-8); 1,52-1,43
(2H, m, H-10); 1,13 (3H, s, CH3 on C-3); 0,70-0,63 (1H, m, H-9a); 0,51-0,44 (1H, m, H-9b). RMN € 13(D,0): 190,8; 152,3;
143,7; 127,8; 125,7; 122,2; 118,6; 57,9; 50,5; 48,9; 35,6; 24,0; 22,5; 21,8; 14,8.

Preparacion de 1-(3-(4-hidroxifenoxi)propil)-2,3-dimetil-3-(4-sulfobutil)-3H-indol-1-io

N, /O N/
S\\ O sulfolano 120°C,4.5h S\
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4-(3-bromopropoxi)fenol (1,90 mmol, 438 mg) y de acido 4-(2,3-dimetil-3H-indol-3-il)butano-1-sulfénico (1,58 mmol, 504
mg) en sulfolano (2 mL) se agitaron a 120 °C durante 4,5 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se
purificé directamente por cromatografia instantanea sobre gel de silice (eluyente: diclorometano/metanol 65/35) que
proporciona 329 mg de un aceite gris palido. Rendimiento: 40 %. EM (DUIS): E=: 430 (M-1), E*: 432 (M+1); RMN de protén
(TFA): 7,75-7,65 (4H, m, H-4/5/6/7); 6,98 (2H, d, J = 8,9 Hz, Har on phenyl); 6,85 (2H, d, J = 8,9 Hz, Har on phenyl); 4,82
(2H, bt, J = 6,6 Hz, H-12); 4,24-4,13 (2H, m, H-14); 3,69 (1H, s); 3,20-3,06 (2H, m, H-11); 2,91 (3H, s, CH3 on C-2); 2,63-
2,52 (2H, m, H-13); 2,41-2,75 (2H,m, H-8); 1,90-1,83 (2H, m, H-10); 1,66 (3H, s, CH3 on C-3); 1,13-0,93 (2H, m, H-9).

Preparacion de 1-(3-(4-hidroxifenoxi) propil)-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-io
O  Sulfolano 120 °C,4.5h

Br. o) Br
\/\/ \\\\
(¢}

Se agitaron el 4-(3-bromopropoxi)fenol (1,40 mmol, 324 mg) y trimetilindolenina (0,80 mmol, 129 yL) en sulfolano (1 mL)
a 120 °C durante 3 horas. La mezcla de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se purificéd directamente por
cromatografia instantanea sobre gel de silice (eluyente: diclorometano/metanol 90/10) que proporciona 260 mg de un
aceite gris palido. Rendimiento: 84 %. RMN de protéon (MeOD): 7,06 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-4); 7,00 (1H, bt, J = 7,8 Hz, H-
5); 6,77-6,64 (5 H, m, H-6 y H-on fenil orto y meta); 6,58 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-7); 3,90 (2H, t, J = 5,8 Hz, H-8); 3,71 (2H, J
= 6,5Hz, H-10); 2,04 (2H, bg, J = 6,1 Hz, H-9); 1,30 (6H, s, 2xCH3 en C-3). RMNC 13 (MeOD): 162,7; 153,6; 152,3; 147,2;
138,6; 128,6; 122,7; 119,5; 116,8; 116,6; 116,5; 103,3; 66,8; 45,1; 39,7; 30,6; 27,5.

Preparacion de AF670POPO

Esquema de sintesis del producto:

SO;

Entonces .
5 038 0:S
0:S
O AF670POPO O
NV 1 e
h| N (1 eq) O
N

COOH

N N. (
+
Yy 100°C, 1.5h
N KOAc (3 eq), 100°C, 3h K/\
OH (o)
e Q
O
OH

Ph (11 eq) Ph s
Procedimiento de sintesis del colorante:

COOH

ACOH/AC,0 1/3,

El acido 4-(2,3-dimetil-3H-indol-3-il) butano-1-sulfénico (204 mg, 400 umol) y el monoclorhidrato de malonaldehido Bis
(fenilimina) (114 mg, 440 pmol) se agitaron en una mezcla de acido acético anhidrido/acido acético (2/0,6 mL) a 100 °C
durante 1,5 h. Se afiadieron acetato de potasio (118 mg; 1,20 mmol) y la sal de benzindolio sulfonada X (193 mg; 400
pmol). La mezcla de reaccion se agité a 100 °C por 3 h. Luego se enfrié a temperatura ambiente y se afadio éter dietilico
(40 mL). Un solido azul oscuro se estrelld. Se filtrd, se lavd con éter dietilico extra (40 mL) y se disolvié en agua (25 mL)
que contiene ~30 % de acetonitrilo. La solucién azul oscuro resultante se filtro y se purificé por HPLC preparativa. Las
fracciones principales coloreadas de azul (absorcion maxima ~ 665 nm) se recogieron y los disolventes se eliminaron al
vacio. EM (DUIS): E=: 869 (M-1); 434,1 (M-2/2).

Los colorantes DX-DX se prepararon de manera similar mediante el uso de materiales de partida apropiados

En la tabla 1, las propiedades espectrales de algunos colorantes preparados de esta manera (soluciones en agua, DO ~
0,2) en comparacion con parametros similares del colorante analégo estructural conocido Std (Patente: P6240WO)
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Tabla 1

COOH
Maxima Absorbancia | Maxima Fluorescencia
Colorante R1 Rz
(nm) (nm)
Std
(NR650CS5) Ph SO,NH2 650 673
-(CH2)3-O-CsH4- | -Benz-
AF670POPO pOH SO5 666 684
AF670POP | ~(CHa)s-O-CoHs 'Eée(;‘:' 665 684
-(CH2) 3-CsHa- -Benz-
AF670PPO pOH SO, 665 683
Preparacion de AF550POPOS0
Esquema de sintesis del producto:
Entonces

i SOy
SO5
|/NH (1 eq) AF550POPOS0 3

&
| N
PA"(1 ea) "(Qc 0 O Q
® COOH
Tl & R oas
80°C, 2h (L

KOAc (15 eq)

®/ *
N
) ‘\L /@/OH Ac20/AcOH 3/1, 80°C, 2h o
Br
H
5 Q coo

OH

Procedimiento de sintesis del colorante:

1-(3-(4-hidroxifenoxi) propil)-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-i0 (150 mg, 385 ymol) y N,N-difenilformamidina (74 mg, 385 pmol)
se agitd en acido acético anhidrido (2 mL) a 80 °C durante 2 h. Se afadieron acido acético (0,5 mL), acetato de potasio
(567 mg, 5,78 mmol) y la sal de indolio sulfonada X (166 mg; 385 pmol). La mezcla de reaccion se agité a 80 °C por 2,5
h. Luego los volatiles se eliminaron bajo presion reducida y se afadié éter dietilico (20 mL). Un sélido rojo oscuro se
estrell6. Se filtrd, se lavo con éter dietilico extra (20 mL) y se disolvié en agua (15 mL) que contiene ~5 % de acetonitrilo.
La solucion roja oscura resultante se filtré y se purificé por HPLC preparativa. Las fracciones principales coloreadas de
rojo (absorcion maxima ~ 550 nm) se recogieron y los disolventes se eliminaron al vacio. EM (DUIS): No acetilado E:
671,0 (M-1); E*: 673,3 (M+1); 774,4 (EtsN* sal).

En la tabla 2, las propiedades espectrales de algunos colorantes preparados de esta manera (soluciones en agua, DO ~
0,2) en comparacion con parametros similares de los colorantes analdgos estructurales conocidos (Patente: P6240WO)
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Tabla 2
SO5
@/ N N
R,
COOH
Colorante R4 Maxima Absorbancia (hm) | Maxima Fluorescencia (nm)

Std 1 (NR550S0) Ph 550 576
Std 2 (NR545S0) Me 545 559
AF550POPOS0 | -(CH2)3-O-CgH4-pOH 548 563
AF550POPS0 -(CH2)3-O-CsHs 547 566
AF550PPOS0 -(CH2) 3-CsHs-pOH 548 567
AF550PPS0 -(CHz) 3-CeHs 548 567

Conjugado de nucleétidos con colorante AF670POPO (FFA-AF670POPO)

So3_803—

Ay N

©] NZ |\ _
k 0.5,0.5.0.5,.0
N“TN 0 o i
ﬁ O.OO.OO_O
O
3
N3

Se afiadieron DMA anhidro (3 mL), TSTU (18 mg; 58,8 umol) y Base de Hunig (0,05 mL) a la muestra seca del colorante
AF670POPO (60 mg; 53,5 pymol). Se desarroll6 el éster activado de color azul. La mezcla de reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. De acuerdo con la TLC (20 % de H20 en CH3CN) la activacion se completé.
Una vez completada la activacion, la solucion de 5 pppA-LN3 como una sal de trietilamonio (53 mg; 56,1 ymol) en
DMA/agua (0,5/0,3 mL) se afiadio a la reaccion. La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente bajo atmoésfera
de nitrégeno por 18 h. El progreso del acoplamiento se verificd por TLC (20 % de H20 en acetonitrilo). La mezcla de
reaccion se enfrio hasta ~4 °C con un bafo de hielo, luego se afadié una solucién 10 de TEAB 0,1 M (5 mL) en agua y
la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se aplicé a la columna con ~ 25 g
de suspension de resina DEAE Sephadex en soluciéon de TEAB 0,05 M en agua y lavada con TEAB (gradiente de
concentracion de 0,1 M a 1 M). Las fracciones coloreadas se recogieron y se evaporaron, luego se coevaporaron de
nuevo con agua para eliminar mas TEAB y aspirar a sequedad. El residuo se redisolvié luego en TEAB 0,1 M. Esta
solucion se filtré a través de un filtro de jeringa de 0,2 nm de tamafio de poro en un frasco Corning 20. El producto se
purificé por HPLC mediante el uso de una columna de fase reversa C18 con acetonitrilo-TEAB 0,1 M. Rendimiento del 74
% (basado en la densidad optica de la solucion mediante el uso del coeficiente de extincion estimado).

Conjugado de nucleétidos con colorante AF550POPOSO0 (FFT-AF550POPOSO0)
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| O. 0. 0.0
OJ\N\(E{ giogbg‘io

@)

N

N3

Se afiadieron DMA anhidro (3 mL), TSTU (19 mg; 63,5 ymol) y Base de Hunig (0,05 mL) a la muestra seca del colorante
AF550POPOSO0 (39 mg; 57,7 umol). Se desarrollé el éster activado de color rojo. La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion de pppT-LN3 como una sal de trietilamonio (59 mg; 63,5 ymol) en
DMA/agua (0,5/0,3 mL) se afiadio a la reaccion. La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente bajo atmosfera
de nitrégeno por 18 h. El progreso del acoplamiento se verifico por TLC (20 % de H20 en acetonitrilo). La mezcla de
reaccion se enfrio hasta ~4 °C con un bafo de hielo, luego se afiadié una solucién 10 de TEAB 0,1 M (5 mL) en agua y
la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se aplicé a la columna con ~ 25 g
de suspension de resina DEAE Sephadex en soluciéon de TEAB 0,05 M en agua y lavada con TEAB (gradiente de
concentracion de 0,1 M a 1 M). Las fracciones coloreadas se recogieron y se evaporaron, luego se coevaporaron de
nuevo con agua para eliminar mas TEAB y aspirar a sequedad. El residuo se redisolvié luego en TEAB 0,1 M. Esta
solucion se filtré a través de un filtro de jeringa de 0,2 nm de tamario de poro en un frasco Corning 20. El producto se
purificé por HPLC mediante el uso de una columna de fase reversa C18 con acetonitrilo-TEAB 0,1 M. Rendimiento del 48
% (basado en la densidad optica de la solucion mediante el uso del coeficiente de extincion estimado).

Descripcion de las figuras

Figura 1 Los FFAs marcados con AF670POPO y sus analogos junto con ffA-NR650C5 se probaron en sistemas de
secuenciacion lllumina HisegX modificados, en los que aumentaba la energia de excitacion de ambos laseres (rojo y
verde) en aproximadamente el 33 % se desplegd en el ciclo 101 y 251 para la lectura 1 y 2 respectivamente (véase
las sefales en la figura 1).

Figura 2 Inesperadamente, en el caso de ffA-NR650C5 (figura 2), se observé que las sefiales rojas no respondian
proporcionalmente al cambio de energia del laser rojo. Consecuentemente, la forma de los diagramas de dispersion
de separacion de base se alteré en el ciclo 101. El circulo superior derecho estda mas cerca del circulo superior
izquierdo, lo que significa que es mas dificil distinguir entre los marcadores respectivos. Los fendmenos que ocurrieron
indicaron que NR650C5 probablemente estaba fotosaturado o casi saturado a la densidad de la energia maxima usada
en HiSegX. Este cambio de diagrama de dispersién afecta negativamente la calidad de la secuencia. Curiosamente,
con AF670POPO y sus analogos, se observé una mejora notable. Su sefial se incrementd proporcionalmente con el
cambio de densidad de la energia del laser. El diagrama de dispersion mantuvo sus separaciones y la forma del ciclo
100 al ciclo 101 cuando se desplego la energia maxima (figura 2). El circulo superior derecho en la figura 2 esta mas
alejado del circulo superior izquierdo que el circulo superior derecho en la figura 1. Por lo tanto, los marcadores estan
mejor separados en la figura 2.

Figura 3 En los analogos de 550 nm, fue interesante observar que la presencia de hidroxilo en el anillo de fenilo tiene
un impacto perjudicial en la intensidad de fluorescencia (figura 3). La fluorescencia de AF550POPSO0 sin el OH fendlico
fue 3 veces mas fuerte que el AF550POPOSO0 que tiene el OH.

Figura 4 Estos nuevos analogos ofrecieron oportunidades para modular y optimizar la distribucion del diagrama de
dispersion para las aplicaciones de secuenciacion. Por ejemplo, cuando T se marc6 con AF550POPOSO0 y A con una
mezcla de AF670POPO y NR550S0, se logré un buen diagrama de dispersion cuadrado (figura 4a). Adicionalmente,
el reemplazo de NR550S0 con AF550POPSO0 para la A verde mostré un muy buen diagrama de dispersién cuadrado
(figura 4b).

Figura 5 En base a estas nuevas propiedades, ffT-LN3-AF550POPOSO0 y ffA-LN3-AF670POPO se emplearon para

secuenciar un molde humana en un HiSegX modificado. Se logré una secuenciacion de 2x150 pb de alta calidad tasa
de error <1 % para la lectura 1 y tasa de error <1,5 % para la lectura 2 (las principales métricas de secuencia se
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muestran en la figura 5). Los graficos de dispersion obtenidos mediante el uso de los marcadores de la técnica anterior
significaron que no se pudo completar una lectura de 2x150 pb.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de la férmula (1) o formas mesoméricas del mismo:

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y

m es un entero de 0-3;

p es un entero de 1-2;

q es un entero de 1-5;

alk es una cadena de 1-5 atomos de carbono que contiene opcionalmente uno o mas dobles o triples enlaces;

Y es O;

Z es OH;

nes1;

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

cada uno de Ra y Ray es independientemente H, SO3, sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a
un atomo de carbono adyacente; y

cada uno de Rc1 y Rc; es independientemente alquilo o alquilo sustituido, en donde al menos uno de Ras o Raz es
SOs0 Ras 0 Raz es un anillo adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente, el anillo adicional tiene un
SOs3, 0 Rcy 0 Re es un grupo de acido alquilsulfénico.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde (alk) es (CH2)s.
Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en donde Ra es H o SOs'.
Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en donde Raz es H o SOs'.

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde Ra; o Raz es un anillo
adicional fusionado a un atomo de carbono adyacente.

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde Rcq 0 Rcz es metilo,
etilo, propilo o - (CH2):SO3" donde t es 1-6.

Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el grupo OH de Z esta en la
posicion 4.

Un compuesto de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente en donde cualquier indol es parte de una
estructura:

donde Rd puede ser H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, halégeno, carboxi, sulfonamida o acido
sulfénico.
en donde Rc1 es alquilo o alquilo sustituido.
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11.

12.

13.
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Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 la que se representa por la formula (Vllla) o formula (VIid):

SO3-

mCat+/mAn- Q

OH

(VIIIa)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

r es un entero de 1-5; y

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo;

SO3-

mCat+/mAn-

OH

(VIId)

en donde mCat+ o mAn- es un contraion cargado positivamente/negativamente organico o inorganico y
m es un entero de 0-3;

q es un entero de 1-5;

r es un entero de 1-5;

t es un entero de 1-6; y

X es OH u O o un conjugado de éster o amida del mismo.

Un nucleétido u oligonucleotido marcado con un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-9.

Un nucledtido u oligonucleétido marcado de acuerdo con la reivindicacion 10 en donde el marcador esta unido a
través de un enlace amida formado a partir la fraccion C(=0)-X.

Un nucledtido u oligonucleétido marcado de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, en donde el marcador esta
unido a la posicion C5 de una base pirimidina o la posicién C7 de una base de 7-desaza purina a través de una
fraccion enlazadora.

Un kit que comprende dos o mas nucledtidos en donde al menos un nucleétido es un nucleétido marcado de
acuerdo con las reivindicaciones 10-12.
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Uso de un nucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-12, un oligonucledtido de acuerdo con
las reivindicaciones 10-12 o un kit de acuerdo con la reivindicacién 13 en la secuenciacion, analisis de expresion,
analisis de hibridacion, analisis genético, analisis de ARN o ensayos de unién a proteinas.
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15.

Un método para sintetizar un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1-9 utilizando uno de los siguientes

materiales de partida:

41
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OH

OH

(X4)

o una sal de los mismos en donde Ra4 es H, SO3’, sulfonamida, halégeno o un anillo adicional fusionado a un atomo de
carbono adyacente; Rcq es alquilo o alquilo sustituido; Ar es un grupo aromatico y R es un grupo alquilo.
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Fluorescencia en SRE
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Figura 4
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Fase/Prefase |%>= Q30| ;. 0 gy [Tasade eror (%)| Fase/Prefase (%>=Q30, . . . Tasadeerror (%]

Carril | Grupos PF(¥) R1 [ m R R2 R2

| 72322379 | 015170132 | 87 [0.92%146| p@2s016 [0141/0,140 | g5 (8308:184| 4451019

»

Figura 5
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