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Em algumas modalidades, os acidos nucleicos aqui descritos compreendem uma ou mais caracteristicas estruturais que
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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "COMPO-
SICOES REAGENTES MARCADAS DE ALTA INTENSIDADE E
METODOS PARA SEQUENCIAMENTO".
PEDIDOS RELACIONADOS
[001] O presente pedido reivindica prioridade sob 35 U.S.C. §
119 (e) para o Pedido de Patente Provisoria US. No. 62/536.426,

depositado em 24 de julho de 2017, que é aqui incorporado por

referéncia em sua totalidade.
CAMPO DA APLICACAO

[002] O presente pedido é genericamente direcionado a compo-

sicbes reagentes marcadas de forma brilhante e métodos de uso das
mesmas para a deteccao de moléculas unicas.
ANTECEDENTES

[003] Os avancos nas tecnologias de sequenciamento de ultima

geragao tornaram possivel realizar analises massivamente paralelas
de moléculas unicas, o que alterou fundamentalmente o cenario da
pesquisa em ciéncias da vida. Algumas dessas técnicas envolvem o
monitoramento de uma reacdo biolégica em tempo real usando
componentes de reacdo luminescentemente marcados. Os marca-
dores sao iluminados com uma fonte de luz para causar lumines-
céncia, e a luz luminescente € detectada com um fotodetector. Esses
eventos podem ser registrados e analisados para identificar compo-
nentes de reacado individuais com base nas propriedades de lumi-
nescéncia correspondentes. Ao identificar um tipo especifico de
molécula marcada dentre uma pluralidade de tipos, € essencial que
cada tipo possua propriedades de luminescéncia unicas e facilmente
identificaveis. Além disso, esses parametros podem ser determinantes
para requisitos instrumentais, tal como a fonte de excitagcdo e o
tamanho geral do instrumento.

SUMARIO
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[004] Aspectos da tecnologia aqui descrita referem-se a compo-
nentes de reacido marcados compreendendo dois ou mais marcadores
luminescentes separados por um ligante (por exemplo, um ligante
restrito). Em algumas modalidades, o pedido refere-se a separacao de
marcadores luminescentes para impedir a atenuagao de sinais
detectaveis devido a interagdo marcador - marcador. Em alguns
aspectos, o pedido fornece nucleotideos marcados compreendendo
um nucleotideo (por exemplo, um nucleosideo polifosfato) conectado a
dois ou mais marcadores luminescentes por meio de um ligante. Em
alguns aspectos, o pedido fornece composi¢cdes, métodos e kits para
sequenciar um acido nucleico modelo.

[005] Em alguns aspectos, o pedido fornece nucleotideos marca-
dos compreendendo um nucleotideo (por exemplo, um nucleosideo
polifosfato) conectado a dois ou mais marcadores luminescentes por
meio de um ligante. Em algumas modalidades, o nucleotideo é
configurado para uso como substrato em uma reacao de polimeriza-
¢ao. Em algumas modalidades, os nucleotideos marcados do pedido
compreendem dois ou mais marcadores luminescentes separados um
do outro por uma distancia minima. Em algumas modalidades, cada
marcador luminescente esta ao menos 5 angstroms separado de
qualquer outro marcador luminescente. Por exemplo, em algumas
modalidades, cada marcador luminescente estd ao menos 5, ao
menos 10, ao menos 15, ao menos 20, ao menos 25, ao menos 30, ao
menos 40 ou ao menos 50 angstroms separado de qualquer outro
marcador luminescente. Em algumas modalidades, cada marcador
luminescente compreende um centro de massa que esta ao menos 5
angstroms separado do centro de massa de qualquer outro marcador
luminescente.

[006] Em algumas modalidades, os nucleotideos marcados do

pedido compreendem um ou mais marcadores luminescentes ligados
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ao ligante por meio de uma molécula espagadora. Em algumas
modalidades, a molécula espacadora conecta um marcador lumines-
cente a um sitio de ligacdo no ligante. Em algumas modalidades, um
marcador luminescente € ligado ao ligante por meio de uma molécula
espacadora que compreende ao menos 8 atomos contiguos entre o
marcador luminescente e o sitio de ligagao no ligante. Em algumas
modalidades, a molécula espacadora compreende menos de 50,
menos de 40, menos de 30 ou menos de 20 atomos contiguos entre o
marcador luminescente e o sitio de ligagdo no ligante. Em algumas
modalidades, um marcador luminescente € integrado ao ligante.

[007] Em algumas modalidades, o ligante € um oligbmero (por
exemplo, um ligante oligomérico ou um ligante polimérico). Em
algumas modalidades, o oligbmero compreende unidades monomeéri-
cas. Em algumas modalidades, o oligbmero compreende dois ou mais
tipos diferentes de unidades monoméricas. Em algumas modalidades,
o oligbmero compreende uma pluralidade do mesmo tipo de unidade
monomérica (por exemplo, o oligbmero é um polimero de um tipo de
unidades monoméricas). Em algumas modalidades, o oligbmero
compreende uma primeira regido com uma pluralidade de um primeiro
tipo de unidades monoméricas e uma segunda regido com uma
pluralidade de um segundo tipo de unidades monoméricas. Em algu-
mas modalidades, o oligbmero compreende uma pluralidade de re-
gides diferentes (por exemplo, 2, 3, 4, 5 ou mais), cada uma compre-
endendo uma pluralidade de um tipo diferente de unidades monomé-
ricas. Em algumas modalidades, o oligdbmero compreende ao menos 5
unidades monoméricas. Em algumas modalidades, o oligbmero
compreende ao menos 10 unidades monomeéricas. Em algumas
modalidades, o oligbmero compreende menos de 150, menos de 100
ou menos de 50 unidades monoméricas (por exemplo, ao menos 5

unidades monoméricas e menos de 200, 150, 100, 75, 50 ou 25
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unidades monoméricas; ao menos 10 unidades monoméricas € menos
de 200, 150, 100, 75, 50 ou 25 unidades monomeéricas).

[008] Em algumas modalidades, quando o ligante € um oligbmero
(por exemplo, um ligante oligomérico, um ligante polimérico), cada
marcador luminescente é separado um do outro por ao menos 5
unidades monoméricas do oligbmero. Em algumas modalidades, um
primeiro marcador luminescente é integrado ao ligante em uma
primeira posicao que esta ao menos 5 unidades monoméricas sepa-
rada de uma segunda posicdo na qual um segundo marcador lumi-
nescente é integrado ou ligado ao ligante. Em algumas modalidades,
quando os marcadores luminescentes adjacentes sido integrados no
ligante, os marcadores podem ser separados por menos de 5
unidades monomeéricas. Em algumas modalidades, cada marcador
luminescente € ligado ao ligante em um sitio de ligacdo que esta ao
menos 5 unidades monoméricas (por exemplo, ao menos 6, a0 menos
8, ao menos 10, ao menos 10, ao menos 12, ao menos 14, a0 menos
16, ao menos 18, ao menos 20 unidades monoméricas ou mais)
separado de qualquer outro sitio de ligacdo. Em algumas modalidades,
cada marcador luminescente € ligado a um sitio de ligagao que esta ao
menos 5 unidades monoméricas e menos de 40 unidades
monomericas (por exemplo, menos de 38, menos de 36, menos de 34,
menos de 32, menos de 30, menos de 28, menos de 26, menos de 24,
menos de 22 ou menos de 20 unidades monoméricas) separado de
qualquer outro sitio de ligagcdo. Em algumas modalidades, um
marcador luminescente € integrado ao ligante entre duas unidades
monomeéricas sequenciais do oligbmero (por exemplo, conectando
covalentemente duas unidades monomeéricas adjacentes de um
oligbmero).

[009] Em algumas modalidades, um ligante é suficientemente

rigido para impedir interagbes entre dois ou mais marcadores conec-
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tados ao ligante. Em algumas modalidades, a rigidez do ligante é
suficiente para preservar ao menos 75%, ao menos 80%, ao menos
85%, ao menos 90%, ao menos 95%, por exemplo, 95 a 100% (por
exemplo, cerca de 95%, em torno de 96%, em torno de 97%, em torno
de 98%, em torno de 99%, em torno de 100%) da intensidade de cada
marcador em relacdo a sua intensidade quando presente como um
unico marcador ligado ao mesmo ligante.

[0010] Em algumas modalidades, o ligante € um peptideo. Em
algumas modalidades, a composi¢cdo de aminoacidos do peptideo
fornece rigidez estrutural (por exemplo, devido a presenga de um ou
mais segmentos de poliprolina no ligante peptidico). Em algumas
modalidades, 90% ou mais (por exemplo, todos) do ligante peptidico
consiste de um polimero de poliprolina. Em algumas modalidades, a
rigidez do peptideo é fornecida restringindo o peptideo por modificacdo
quimica. Por exemplo, em algumas modalidades, o peptideo compre-
ende um ou mais segmentos ciclizados. Em algumas modalidades, o
peptideo € um peptideo ciclizado (por exemplo, um peptideo com
ligacdo cruzada, um peptideo ciclizado de ponta a ponta, etc.). Em
algumas modalidades, rigidez peptidica suficiente pode ser fornecida
incorporando uma combinagao de um ou mais segmentos poliméricos
de aminoacidos rigidos € um ou mais segmentos poliméricos de
aminoacidos modificados quimicamente.

[0011] Em algumas modalidades, o ligante € um polissacarideo
(por exemplo, heparina, sulfato de heparina, poliglicose, polilactose,
aminoglicosideos, N-acetilaminoglicosideos, e combinacdes dos
mesmos).

[0012] Em algumas modalidades, o ligante € um acido nucleico.
Em algumas modalidades, o acido nucleico compreende um acido
desoxirribonucleico (DNA), um &cido ribonucleico (RNA), um acido

nucleico peptidico (PNA), um acido nucleico bloqueado (LNA), ou um
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derivado dos mesmos. Em algumas modalidades, rigidez suficiente &
fornecida usando um ou mais segmentos de acido nucleico de fita
dupla (por exemplo, separando dois ou mais marcadores diferentes).
Em algumas modalidades, rigidez suficiente € fornecida por uma ou
mais modificagdes quimicas de um acido nucleico (por exemplo, de
um acido nucleico de fita simples ou fita dupla, ou de um acido
nucleico compreendendo uma ou mais fitas simples e um ou mais
segmentos de fita dupla). Em algumas modalidades, um acido nucleico
compreende uma combinagado de um ou mais segmentos de fita dupla
€ um ou mais segmentos quimicamente modificados.

[0013] Em algumas modalidades, o acido nucleico compreende
uma combinagdo de um ou mais segmentos de fita simples e um ou
mais segmentos de fita dupla. Um segmento de fita simples pode, em
algumas modalidades, estar presente na forma de uma alga (por
exemplo, como em uma estrutura secundaria haste — algca descrita em
outra parte deste documento). Em algumas modalidades, um segmen-
to de fita simples esta presente na forma de uma regido ndo pareada
dentro de um segmento de fita dupla. Por exemplo, uma alga interna
pode se formar dentro de um segmento de fita dupla, em que uma ou
mais bases de uma fita ndo formam interacbes de pareamento de
bases com uma ou mais bases adjacentes da outra fita. Um outro
exemplo de uma regido nao pareada inclui algas de abaulamento, que
podem se formar dentro de segmentos de fita dupla, em que uma fita
inclui uma ou mais bases adicionais em relacdo a outra fita. Em
algumas modalidades, regides de fita simples e regides de fita dupla
conferem rigidez estrutural.

[0014] Em algumas modalidades, uma regiao de fita simples (por
exemplo, uma regido ndo pareada) tem ao menos 2 bases de
comprimento (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 bases ou mais de

comprimento). Em algumas modalidades, uma regiao de fita simples
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tem entre 2 e 10 bases de comprimento (por exemplo, entre 2 e 8,
entre 4 e 10, ou entre 4 e 8, bases de comprimento). Em algumas
modalidades, uma regido de fita dupla tem entre 2 e 40 bases de
comprimento (por exemplo, entre 2 e 20, entre 2 e 10, entre 10 e 40,
entre 10 e 30, entre 10 e 30, entre 10 e 20, entre 20 e 40, ou entre 20
e 30 bases de comprimento).

[0015] Em algumas modalidades, o acido nucleico compreende
uma primeira fita de oligonucleotideo acoplada aos dois ou mais
marcadores luminescentes. Em algumas modalidades, os dois ou mais
marcadores luminescentes sdo acoplados em dois ou mais sitios de
ligac&o na primeira fita de oligonucleotideo. Em algumas modalidades,
cada marcador luminescente compreende um volume estérico tendo
um ponto central que esta ao menos 5 angstroms separado de
qualquer outro marcador luminescente. Por exemplo, em algumas
modalidades, cada marcador luminescente compreende um volume
estérico tendo um ponto central que esta ao menos 6 angstroms, entre
cerca de 5 a 10 angstroms, entre cerca de 6 a 10 angstroms, entre
cerca de 6 a 10 angstroms, entre cerca de 10 a 15 angstroms, entre
cerca de 15 a 20 angstroms, entre cerca de 20 a 25 angstroms, ou
entre cerca de 25 a 50 angstroms separado de qualquer outro
marcador luminescente.

[0016] Em algumas modalidades, o acido nucleico compreende
ainda uma segunda fita de oligonucleotideo hibridizada com a primeira
fita de oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a primeira fita de
oligonucleotideo esta ligada a um nucleotideo (por exemplo, um
nucleosideo polifosfato). Em algumas modalidades, a segunda fita de
oligonucleotideo esta ligada a um nucleotideo (por exemplo, um
nucleosideo polifosfato).

[0017] Em algumas modalidades, os dois ou mais sitios de ligagao

sao separados um do outro por ao menos 5 bases (por exemplo, ao
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menos 5 nucleotideos) na primeira fita de oligonucleotideo. Em
algumas modalidades, os dois ou mais sitios de ligagao sdo separados
um do outro por ao menos 5 e menos de 40 bases (por exemplo, entre
cerca de 5 e 30 bases, entre cerca de 5 e 20 bases, entre cercade 5 e
20 bases, entre cerca de 5 e 10 bases, entre cerca de 10 e 40 bases,
entre cerca de 20 e 40 bases, ou entre cerca de 30 e 40 bases) na
primeira fita de oligonucleotideo. Em algumas modalidades, cada sitio
de ligagao esta ao menos 2 bases separado de uma guanina ou uma
citosina na primeira fita de oligonucleotideo. Em algumas modalidades,
cada sitio de ligagdo ocorre em um local abasico na primeira fita de
oligonucleotideo. Em algumas modalidades, cada sitio de ligacao
ocorre em uma nucleobase de um nucleotideo na primeira fita de
oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a nucleobase é selecio-
nada a partir de uma nucleobase A, T ou U.

[0018] Em algumas modalidades, a primeira fita de oligonucleo-
tideo forma um ou mais (por exemplo, 1, 2, 3, 4 ou mais) hastes -
alcas. Em algumas modalidades, uma regiao de alga de cada haste -
alca compreende um sitio de ligagdo dos dois ou mais sitios de
ligagdo. Em algumas modalidades, a regido de alga de cada haste -
alca compreende ao menos 4 bases nao pareadas (por exemplo, 4, 5,
6, 7, 8 bases ndo pareadas ou mais). Em algumas modalidades, a
regidao de alca compreende uma sequéncia (por exemplo, uma
sequéncia de nucleotideos) tendo menos de 33% de conteudo de G/C.
[0019] Em alguns aspectos, os nucleotideos marcados da des-
cricdo compreendem um ligante de acido nucleico compreendendo
uma primeira fita de oligonucleotideo ligada a duas ou mais fitas de
oligonucleotideo ramificadas em uma extremidade terminal da primeira
fita de oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a primeira fita de
oligonucleotideo é ligada as duas ou mais fitas de oligonucleotideo

ramificadas por meio de um composto de acoplamento covalente. Em
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acoplamento covalente. Em algumas modalidades, ao menos uma das
trés ou mais fitas de oligonucleotideo esta ligada a um nucleotideo
(por exemplo, um nucleosideo polifosfato). Em algumas modalidades,
o primeiro componente de oligonucleotideo é hibridizado com um
segundo componente de oligonucleotideo. Em algumas modalidades,
0 segundo componente de oligonucleotideo compreende ao menos
uma fita de oligonucleotideo ligada a um marcador luminescente.
[0022] Em algumas modalidades, os nucleotideos marcados da
descricdo sao luminescentemente marcados com um corante fluores-
cente. Em algumas modalidades, o corante fluorescente é um corante
de rodamina, um corante BODIPY, ou um corante de cianina.

[0023] Em algumas modalidades, os nucleotideos marcados da
descricdo compreendem um nucleotideo (por exemplo, um nucleo-
sideo polifosfato) que estd ao menos 1 nm separado de qualquer
marcador luminescente dos dois ou mais marcadores luminescentes.
Em algumas modalidades, o nucleotideo esta separado de qualquer
marcador luminescente dos dois ou mais marcadores luminescentes
entre aproximadamente 1 e 10 nm (por exemplo, entre aproxima-
damente 2 e 10 nm, entre aproximadamente 4 e 10 nm, entre
aproximadamente 6 e 10 nm, ou entre aproximadamente 8 e 10 nm).
Em algumas modalidades, o nucleotideo esta separado de qualquer
marcador luminescente dos dois ou mais marcadores luminescentes
entre aproximadamente 2 e 20 nm (por exemplo, entre aproximada-
mente 6 e 20 nm, entre aproximadamente 10 e 20 nm, entre apro-
ximadamente 12 e 20 nm, ou entre aproximadamente 16 e 20 nm).
[0024] Em alguns aspectos, a descricdo fornece métodos para
determinar a sequéncia de um acido nucleico modelo. Em algumas
modalidades, os métodos incluem uma etapa compreendendo expor
um complexo em um volume alvo, o complexo compreendendo o acido

nucleico modelo, um iniciador, € uma enzima de polimerizagédo, a uma



11/101

pluralidade de tipos de nucleotideos luminescentemente marcados
fornecidos pelo pedido. Em algumas modalidades, um ou mais da
pluralidade de tipos de nucleotideos luminescentemente marcados
compreendem um nucleotideo (por exemplo, um nucleosideo polifosfa-
to) conectado a dois ou mais marcadores luminescentes por meio de
um ligante. Em algumas modalidades, o ligante € um oligbmero que
compreende ao menos 10 unidades monoméricas. Em algumas
modalidades, cada marcador luminescente é ligado ao ligante em um
sitio de ligagao que esta ao menos 5 unidades monomeéricas separado
de qualquer outro sitio de ligagado. Por exemplo, em algumas moda-
lidades, um sitio de ligacado é separado de qualquer outro sitio de
ligagao por entre cerca de 5 e 30 unidades monomeéricas, entre cerca
de 5 e 20 unidades monoméricas, entre cerca de 5 e 10 unidades
monomeéricas, entre cerca de 10 e 40 unidades monoméricas, entre
cerca de 20 e 40 unidades monomeéricas ou entre cerca de 30 e 40
unidades monoméricas. Em algumas modalidades, cada marcador
luminescente esta ao menos 5 angstroms separados de qualquer outro
marcador luminescente. Por exemplo, em algumas modalidades, cada
marcador luminescente esta separado de qualquer outro marcador
luminescente por aproximadamente 5 a 10 angstroms, aproximada-
mente 6 a 10 angstroms, aproximadamente 10 a 15 angstroms,
aproximadamente 15 a 20 angstroms, aproximadamente 15 a 20
angstroms, aproximadamente 20 a 25 angstroms, ou aproximada-
mente 25 a 50 angstroms. Por conseguinte, em alguns aspectos, a
descricdo fornece métodos de sequenciamento de acidos nucleicos
que utilizam qualquer um dos nucleotideos luminescentemente marca-
dos aqui descritos.

[0025] Em algumas modalidades, os métodos compreendem ainda
uma etapa de direcionar uma série de pulsos de uma ou mais energias

de excitacdo em direcdo a uma vizinhanga do volume alvo. Em
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algumas modalidades, os métodos compreendem ainda uma etapa de
detectar uma pluralidade de fotons emitidos a partir de nucleotideos
luminescentemente marcados durante a incorporagado sequencial em
um acido nucleico compreendendo o iniciador. Em algumas modalida-
des, os métodos compreendem ainda uma etapa de identificar a
sequéncia de nucleotideos incorporados, determinando o tempo e,
opcionalmente, a intensidade de luminescéncia e/ou o brilho dos
fétons emitidos.

[0026] Em algumas modalidades, quatro tipos diferentes de
nucleotideos (por exemplo, adenina, guanina, citosina, timina/uracila)
em uma mistura reacional podem ser marcados com uma ou mais
moléculas luminescentes (por exemplo, tendo dois ou mais marca-
dores luminescentes, como aqui descrito). Em algumas modalidades,
cada tipo de nucleotideo pode ser conectado a mais de uma da
mesma molécula luminescente (por exemplo, dois ou mais do mesmo
corante fluorescente conectado a um nucleotideo). Em algumas
modalidades, cada molécula luminescente pode ser conectada a mais
de um nucleotideo (por exemplo, dois ou mais do mesmo nucleotideo).
Em algumas modalidades, mais de um nucleotideo pode ser
conectado (por exemplo, através de um ligante aqui descrito) a mais
de uma molécula luminescente.

[0027] Em algumas modalidades, os marcadores luminescentes
entre um conjunto de quatro nucleotideos podem ser selecionados a
partir de corantes que compreendem um composto aromatico ou
heteroaromatico e podem ser um pireno, antraceno, naftaleno, acridi-
na, estilbeno, indol, benzindol, oxazol, carbazol, tiazol benzotiazol,
fenantridina, fenoxazina, porfirina, quinolina, etidio, benzamida, ciani-
na, carbocianina, salicilato, antranilato, cumarina, fluorosceina,
rodamina ou outro composto similar. Exemplos de corantes incluem

corantes de xanteno, tal como corantes de fluoresceina ou rodamina,
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corantes de naftaleno, corantes de cumarina, corantes de acridina,
corantes de cianina, corantes de benzoxazol, corantes de estilbeno,
corantes de pireno, corantes de ftalocianina, corantes de ficobilipro-
teina, corantes de esquaraina, corantes BODIPY, e similar.

[0028] Em alguns aspectos, o pedido fornece kits para sequenciar
um acido nucleico modelo. Em algumas modalidades, um kit compre-
ende uma pluralidade de tipos de nucleotideos luminescentemente
marcados, como aqui descrito. Em algumas modalidades, cada tipo de
nucleotideo marcado compreende dois ou mais marcadores lumines-
centes ligados a um ou mais nucleotideos (por exemplo, um ou mais
nucleosideo polifosfatos) através de um ligante. Em algumas modali-
dades, o kit compreende ainda uma enzima de polimerizacdo. Em
algumas modalidades, o kit compreende ainda um iniciador comple-
mentar ao acido nucleico modelo que esta sendo sequenciado.

[0029] Em alguns aspectos, o pedido fornece composi¢coes de
reacdo de sequenciamento de acido nucleico. Em algumas modalida-
des, as composi¢des compreendem dois ou mais (por exemplo, 2, 3, 4
ou mais) tipos diferentes de nucleotideos luminescentemente marca-
dos em uma mistura reacional. Em algumas modalidades, cada tipo de
nucleotideo luminescentemente marcado compreende um nucleotideo
marcado de acordo com o presente pedido. Em algumas modalidades,
as composicdes compreendem ainda uma enzima de polimerizagao.
Em algumas modalidades, as composi¢cdes compreendem ainda um
acido nucleico modelo. Em algumas modalidades, as composi¢cdes

compreendem ainda um iniciador complementar ao acido nucleico

modelo.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0030] O versado na técnica entendera que as figuras, descritas

aqui, sao apenas para fins ilustrativos. Entende-se que, em alguns

casos, varios aspectos da invencdo podem ser mostrados exagerados
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ou ampliados para facilitar uma compreensdo da invencdo. Nos
desenhos, caracteres de referéncia similar geralmente se referem a
caracteristicas similares, elementos funcionalmente similares e/ou
estruturalmente similares ao longo das varias figuras. Os desenhos
nao estido necessariamente em escala, enfatizando a ilustracdo dos
principios dos ensinamentos. Os desenhos n&o pretendem limitar o
escopo dos presentes ensinamentos de forma alguma.

[0031] As caracteristicas e vantagens da presente invengao tornar-
se-a0 mais evidentes a partir da descricdo detalhada apresentada
abaixo quando tomadas em conjunto com os desenhos.

[0032] Ao descrever modalidades em referéncia aos desenhos,
referéncias de diregcéo ("acima", "abaixo", "superior", "inferior", "esquer-
da", "direita", "horizontal", "vertical," etc.) pode ser usado. Tais refe-
réncias sdo destinadas apenas como uma ajuda para o leitor visualizar
os desenhos em uma orientacdo normal. Essas referéncias direcionais
nao sao destinadas a descrever uma orientagao preferencial ou unica
de um dispositivo incorporado. Um dispositivo pode ser incorporado
em outras orientagdes.

[0033] Como esta evidente a partir da descricdo detalhada, os
exemplos representados nas figuras (por exemplo, Figuras 1 a 10) e
adicionalmente descritos para fins de ilustragdo ao longo do pedido
descrevem modalidades nao limitantes e, em alguns casos, podem
simplificar certos processos ou omitir recursos ou etapas para fins de
ilustracao mais clara.

[0034] A Figura 1A é um diagrama que descreve genericamente a
separagao de marcador luminescente em um reagente brilhantemente
marcado.

[0035] A Figura 1B representa estruturas de ligantes genéricas
com diferentes configuragdes de ligagdo de marcador luminescente.

[0036] A Figura 2A é um diagrama que descreve genericamente
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um ligante de acido nucleico ligado a dois marcadores luminescentes.
[0037] A Figura 2B representa acidos nucleicos genéricos tendo
configuragbes de fitas diferentes (em cima) e um diagrama que
descreve genericamente a ocupacgao espacial do marcador lumines-
cente (embaixo).

[0038] A Figura 2C representa acidos nucleicos genéricos tendo
diferentes sitios de ligacdo de marcador relativos (em cima) e
diferentes conectividades de reagentes (embaixo).

[0039] A Figura 3A representa acidos nucleicos genéricos que
conectam marcadores a um reagente por meio da mesma conectivi-
dade da fita de oligonucleotideo (esquerda) ou oposta (direita).

[0040] A Figura 3B representa acidos nucleicos genéricos com
exemplos de restricbes de tamanho aproximadas que podem ser
usadas no modelo de reagentes brilhantemente marcados.

[0041] A Figura 3C é uma estrutura exemplificativa de um acido
nucleico conectando dois marcadores luminescentes a um nucleosi-
deo polifosfato via conectividade de mesma fita.

[0042] A Figura 3D representa um exemplo de uma reacao de
sequenciagao que confirmou que um ligante de acido nucleico em
forma de bastonete (por exemplo, como mostrado na Figura 3C) pode
ser usado para detectar a incorporagdo de um nucleosideo polifosfato
marcado.

[0043] A Figura 3E é uma estrutura exemplificativa de um acido
nucleico conectando dois marcadores luminescentes a um nucleo-
sideo polifosfato via conectividade de fita oposta.

[0044] A Figura 3F é uma estrutura exemplificativa de um ligante
de acido nucleico com marcadores luminescentes integrados em uma
fita de oligonucleotideo.

[0045] A Figura 3G representa um exemplo de uma reagédo de

sequenciacao que foi conduzida usando os quatro construtos diferen-
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tes de ligante de acido nucleico mostrados.

[0046] A Figura 4A representa ligantes de acido nucleico genéricos
tendo uma unica estrutura secundaria de haste - alca.

[0047] A Figura 4B representa ligantes de acido nucleico genéricos
tendo multiplas estruturas secundarias de haste - alca.

[0048] A Figura 4C é uma estrutura exemplificativa de um ligante
de acido nucleico tendo marcadores luminescentes anexados a alcas
de estruturas secundarias de haste - alga separadas.

[0049] A Figura 4D representa um exemplo de uma reacao de
sequenciagcao que confirmou que um nucleosideo polifosfato marcado
com um ligante de acido nucleico de haste - alca (por exemplo, como
mostrado na Figura 4C) pode ser usado para detectar a incorporagéo
de um nucleosideo polifosfato.

[0050] A Figura 5A representa genericamente ligantes de acido
nucleico em forma de arvore tendo fitas de oligonucleotideo ramifica-
das ligadas aos marcadores luminescentes.

[0051] A Figura 5B € um exemplo de um ligante de acido nucleico
em forma de arvore tendo marcadores luminescentes ligados nas
extremidades terminais de fitas de oligonucleotideos ramificadas sepa-
radas.

[0052] A Figura 6A descreve genericamente ligantes de acido
nucleico em forma de estrela e fornece um exemplo de restricbes de
tamanho aproximadas que podem ser usadas no projeto de ligantes de
acido nucleico em forma de estrela.

[0053] A Figura 6B é uma estrutura exemplificativa de um ligante
de acido nucleico em forma de estrela.

[0054] A Figura 6C é uma estrutura exemplificativa de um ligante
de acido nucleico tendo um nucleo tetraédrico.

[0055] A Figura 6D representa um exemplo de um esquema de

reacdo que pode ser usado para sintetizar um ligante de acido
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nucleico tendo um nucleo tetraédrico.

[0056] A Figura 6E representa genericamente uma estrutura de
ligagdo de acido nucleico de base tetraédrica tendo marcadores
luminescentes ligados em juncdes de trés vias.

[0057] A Figura 7 descreve genericamente um processo de gera-
¢ao de um ligante de acido nucleico a base de ciclodextrina tendo
marcadores luminescentes ligados em juncdes de trés vias.

[0058] A Figura 8 representa exemplos de estruturas de ligantes
de acido nucleico usados em um conjunto de experimentos para
avaliar os efeitos do comprimento do espagador nas medi¢cdes da vida
util da fluorescéncia.

[0059] A Figura 9 representa exemplos de estruturas de ligantes
de acido nucleico usados em um conjunto de experimentos para
avaliar os efeitos da restricdo de ligante em medi¢cdes de vida util da
fluorescéncia.

[0060] A Figura 10 representa exemplos de estruturas de ligantes
de acido nucleico usados em um conjunto de experimentos para
avaliar os efeitos do comprimento do espacador na vida util da
fluorescéncia em ligantes restritos.

DESCRICAO DETALHADA

[0061] Entre outros aspectos, a descrigdo fornece reagentes

luminescentemente marcados compreendendo dois ou mais marca-
dores, em que os marcadores sao configurados para fornecer alta
intensidade e/ou caracteristicas de emissédo consistentes (por exem-
plo, vida util de emissao consistente). Em algumas modalidades, os
dois ou mais marcadores sado configurados para evitar interagdes
marcador - marcador que podem reduzir a intensidade ou outras
caracteristicas de emissdo das emissdes. Em algumas modalidades,
os dois ou mais marcadores s&o configurados para a) evitar interagdes

com um ligante, e/ou b) para cada um ter interagdes similares com um
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ligante.

[0062] Em alguns aspectos, a descricao fornece métodos e com-
posigoes relacionados a reagentes luminescentemente marcados com
alta intensidade de emissdo. Em alguns aspectos, a descricao fornece
meétodos e composigdes relacionados a reagentes luminescentemente
marcados com alto brilho de emissdao. Em alguns aspectos, a
descricdo se refere a reagentes brilhantemente marcados tendo vida
util de emissao consistente. Como usado aqui, em algumas moda-
lidades, "brilho" (e variagdes dos mesmos, por exemplo, "brilhante",
"brilhantemente," etc.) refere-se a um pardametro que relata a
intensidade média de emissdo por molécula de reagente marcada.
Assim, em algumas modalidades, "intensidade de emissao" pode ser
usada para se referir genericamente ao brilho de uma composigéo
compreendendo reagentes brilhantemente marcados. Em algumas
modalidades, o brilho de um reagente marcado é igual ao produto de
seu rendimento quantico e coeficiente de extingdo. Em algumas
modalidades, os reagentes marcados da descrigdo sado projetados
para maximizar o rendimento quantico e/ou minimizar os valores do
coeficiente de extincdo para promover o aumento do brilho.

[0063] Os reagentes brilhantemente marcados da descrigdo sao,
em algumas modalidades, projetados para ter brilho de emissdo
aumentado e vida util de emiss&o consistente. Em algumas modali-
dades, dois marcadores de um reagente podem interagir um com o
outro e/ou com um ambiente circundante, de modo que uma ou mais
caracteristicas de emissdo sejam inconsistentes entre os dois marca-
dores. Caracteristicas de emissdo inconsistentes podem ser proble-
maticas, em algumas modalidades, em que os métodos de deteccgéo
de molécula unica dependem dessas caracteristicas para identificar
um certo tipo de molécula. Por exemplo, em algumas modalidades, a

vida util inconsistente das emissdes pode resultar em leituras de vida
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util que relatam dois grupos de informagéo separados em oposigcéo a
um unico agrupamento de informag&o que seria observado com a vida
util de emissao consistente.

[0064] Em algumas modalidades, a vida util de emissdo consis-
tente pode envolver a preservacdo da vida utili da emissao, por
exemplo, ter vida util da emissao aproximadamente inalterada em
relacdo a um reagente marcado com menos marcador. Em algumas
modalidades, a vida util de emissao de marcadores em um reagente
multiplamente marcado permanece inalterado em relagdo ao mesmo
marcador em um reagente marcado de forma unica. Como descrito
aqui, aumentar o numero de marcadores luminescentes em um unico
construto para aumentar o brilho pode, em algumas modalidades,
resultar em vida util de emissao diminuida. Em algumas modalidades,
a descricdo fornece composi¢des projetadas usando restricbes
estruturais especificas para separar marcadores adjacentes por uma
certa distdncia minima que aumenta o brilho sem afetar a vida util da
emissdo. Em algumas modalidades, a vida util de emissao de um
construto multiplamente marcado é comparada com a vida util de
emissao de um construto que tem menos marcador luminescente (por
exemplo, ao menos um menos do mesmo tipo de corante fluoréforo).
Em algumas modalidades, a vida util de emiss&o é alterada em
aproximadamente 30% ou menos (por exemplo, aumentada ou dimi-
nuida em menos de 30%, menos de 25%, menos de 20%, menos de
15%, menos de 10%, menos de 5%, menos de 4%, menos de 3%,
menos de 2%, menos de 1% ou aproximadamente 0%).

[0065] Em alguns aspectos, a descricdo se refere ao reconheci-
mento e apreciacdo de que as composicoes detectaveis em uma
reacdo de sequenciamento podem ser desenvolvidas para eliminar a
necessidade de certos componentes do instrumento, movendo assim a

tecnologia em direcdo a sistemas mais compactos. Por exemplo, os
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instrumentos de sequenciamento geralmente exigem filtros opticos
para filtrar a luz de excitagao, causando assim eventos indesejaveis de
deteccdo no sensor. Os filtros Opticos usados para transmitir a lumi-
nescéncia desejada e bloquear suficientemente a luz de excitacéo
podem ser espessos, volumosos, dispendiosos e intolerantes a
variagdes no angulo de incidéncia da luz, impedindo a miniaturizagao.
Os inventores, no entanto, reconheceram e apreciaram que o uso de
reagentes brilhantemente marcados com vida util preservada pode
reduzir a necessidade dessa filtragem ou, em alguns casos, remover
completamente a necessidade de tais filtros. Os reagentes brilhantes
aqui descritos permitem que seja usada menos energia optica (por
exemplo, energia de excitagdo), o que reduz o espalhamento e a
necessidade de filtragem como um resultado.

[0066] Os aspectos do pedido fornecem reagentes brilhantemente
marcados configurados de acordo com o diagrama n&o limitante
mostrado na Figura 1A, que representa dois marcadores lumines-
centes conectados a um reagente 180 através de um ligante 100.
Como mostrado, cada marcador luminescente é acoplado ao ligante
100 através de um espacador. O espagador, em algumas moda-
lidades, forma uma ponte covalente entre marcador e ligante. Como
tal, em algumas modalidades, o espacador nem é parte da molécula
luminescente nem €& a parte espacadora da composigao de ligante (por
exemplo, o espagador ndo contém uma unidade monomérica de um
ligante polimérico ou oligomérico). Uma primeira extremidade do
espacador se liga a um sitio de ligacao do ligante 102, e uma segunda
extremidade do espacador se liga a um sitio de ligacdo do marcador
122. Em algumas modalidades, o sitio de ligagdo do ligante 102 pode
ser aproximado pela localizacdo da ligagdo covalente que une um
atomo do espagador a um atomo do ligante 100. Em algumas

modalidades, o sitio de ligacdo do ligante 102 ocorre em um atomo
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que esta dentro de uma cadeia contigua do ligante 100. Em algumas
modalidades, o sitio de ligagcdo do marcador 122 pode ser aproximado
pela localizagao da ligagao covalente que une um atomo do espagador
a um atomo do marcador. Em algumas modalidades, o sitio de ligagao
do marcador 122 ocorre no atomo do marcador que esta covalen-
temente ligado ao atomo do espacgador. Em algumas modalidades, o
sitio de ligacdo do marcador 122 ocorre no atomo do espacgador que &
covalentemente ligado ao atomo do marcador.

[0067] Como descrito em outra parte deste documento, em
algumas modalidades, os construtos de ligantes do pedido compreen-
dem dois ou mais marcadores luminescentes, onde marcadores
luminescentes adjacentes sao descritos como tendo sitios de ligagao
separados por uma distancia minima da. Em algumas modalidades,
cada marcador luminescente € separado do seguinte por uma
distdncia minima d.. Como mostrado na Figura 1A, em algumas
modalidades, d. € a distancia entre os sitios de ligacdo do marcador.
Em algumas modalidades, a separagdo marcador - marcador pode ser
ainda ditada pelo tamanho de cada molécula de marcador. Por
conseguinte, em algumas modalidades, os marcadores luminescentes
podem ser descritos por um volume estérico aproximado ou calculado
112 de um elipsoide ou um esferoide para obter uma medic&o para o
raio estérico, ri. Em algumas modalidades, os marcadores lumines-
centes podem ser descritos por uma circunferéncia estérica aproxi-
mada ou calculada de uma elipse ou um circulo para obter uma
medida para o raio estérico, ri. Em algumas modalidades, o raio
estérico (por exemplo, r1, r2) pode ser calculado ou aproximado como
metade da dimensdo mais longa de um marcador luminescente. Por
exemplo, em algumas modalidades, a estrutura quimica de um
marcador luminescente € avaliada como uma estrutura bidimensional

ou tridimensional (por exemplo, com base em uma conformagao
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molecular termodinamicamente favoravel) usando software ou um
método adequado conhecido na técnica, e um raio estérico (por
exemplo, r1, r2) é determinado calculando metade da dimensédo mais
longa da estrutura no espacgo bidimensional ou tridimensional. Em
algumas modalidades, os marcadores sao separados pela distancia
minima d., desde que os raios agregados do marcador (r1 + r2) sejam
tais que os marcadores néo se sobrepdem.

[0068] Em algumas modalidades, como ilustrado na Figura 1B, a
configuracdo do ligante e/ou a rigidez do espacador é tal que a
distancia entre os sitios de ligagao da pode ser aproximadamente a
mesma que d. (por exemplo, como no construto 150). Em algumas
modalidades, a configuragao do ligante e/ou a rigidez do espacgador é
tal que a distancia entre os sitios de ligagao da pode ser menor que a
distdncia minima d. (por exemplo, como no construto 152). Em
algumas modalidades, a configuracdo do ligante e/ou a rigidez do
espacador € tal que a distancia entre os sitios de ligacdo dA pode ser
maior do que a distancia minima d. (por exemplo, como no construto
154).

[0069] Dever-se-ia apreciar que, em algumas modalidades, os
conceitos aqui descritos podem ser implementados usando qualquer
estrutura molecular adequada como um ligante 100. Em algumas
modalidades, o ligante € um composto organico. Exemplos de com-
postos organicos adequados para uso como um ligante 100 incluem,
sem limitagcdo, polifenilas, polialquinas, miméticos alfa hélice, e
peptidomiméticos.

[0070] Em algumas modalidades, o ligante 100 € um oligbmero,
por exemplo, um ligante oligomérico composto por unidades mono-
meéricas. Um oligbmero, em algumas modalidades, compreende um ou
mais tipos de unidades monoméricas. Os tipos de unidades mono-

meéricas podem incluir, a titulo de exemplo e ndo como limitacio,
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nucleotideos (por exemplo, ribonucleotideos, desoxirribonucleotideos
e seus analogos e derivados), aminoacidos (por exemplo, aminoacidos
naturais e n&o naturais), monossacarideos e compostos organicos tal
como compostos contendo fenila e alquinila. Em algumas modali-
dades, um oligbmero compreende um ou mais do mesmo tipo de
unidade monomérica. Em algumas modalidades, os oligbmeros com-
preendidos de um tipo de unidade monomeérica podem ser chamados
de um polimero (por exemplo, um ligante polimérico). Em algumas
modalidades, um oligbmero compreende dois ou mais tipos diferentes
de unidades monoméricas (por exemplo, uma mistura de unidades
monomericas).

[0071] Em algumas modalidades, um oligbmero (por exemplo,
ligante oligomérico ou ligante polimérico) contém ao menos 5 unidades
monomeéricas. Em algumas modalidades, um oligbmero contém ao
menos 10 unidades monoméricas. Em algumas modalidades, um
oligbmero contém ao menos 10 e menos de 200 unidades monomé-
ricas (por exemplo, ao menos 10 e menos de 150 unidades monomé-
ricas, ao menos 10 e menos de 100 unidades monoméricas, ao menos
10 e menos de 50 unidades monoméricas, em ao menos 10 e menos
de 40 unidades monoméricas, ao menos 10 e menos de 30 unidades
monomeéricas ou ao menos 10 e menos de 20 unidades monoméricas).
[0072] Em algumas modalidades, o ligante (por exemplo, ligante
polimérico, ligante oligomérico) € um polissacarideo. Exemplos de
polissacarideos adequados para uso como um ligante 100 s&o
conhecidos na técnica (por exemplo, como descrito em Solid Support
Oligosaccharide and Combinatorial Carbohydrate Libraries, Wiley
2001).

[0073] Em algumas modalidades, o ligante (por exemplo, ligante
polimérico, ligante oligomérico) € um peptideo. Exemplos nao limitan-

tes de peptideos adequados para uso como ligante 100 incluem, sem
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limitagado, oligopeptideos, peptideos ciclicos e pequenas proteinas (por
exemplo, proteinas miniatura a base de peptideos pancreaticos
aviarios, como as descritas por Hodges, A.M. e Schepartz, A. (2007) J.
Am. Chem. Soc. 129: 11024 a 11025). Os métodos de engenharia de
restricoes geomeétricas na estrutura peptidica sdo bem conhecidos na
técnica e sdo considerados particularmente uteis, por exemplo, para
conferir rigidez e promover a separagao de marcadores. Por exemplo,
o teor de prolina de uma sequéncia de aminoacidos peptidicos pode
ser modificado para controlar a forma do peptideo (ver, por exemplo,
Kritzer, J.A., e outros (2006) ChemBioChem 7: 29 a 31). Exemplos nao
limitantes adicionais de técnicas uteis de engenharia de peptideos
incluem ciclizacdo de peptideos (ver, por exemplo, Maltsev, O.V., e
outros (2016) Angewandte Chemie 55 (4): 1535 a 1539), restricao de
peptideo a-helicoidal via ligacdo cruzada e/ou substitutos da ligagao H
(ver, por exemplo, Douse, CH, e outros (2014) ACS Chem. Biol.9:
2204 a 2209), restricdo de peptideos através de imitagdes ciclicas de
B-folha e B-al¢a (ver, por exemplo, Gibbs, AC, e outros (1998) Nat.
Struc. Biol. 5: 284 a 288).

[0074] Em algumas modalidades, o ligante (por exemplo, ligante
polimérico, ligante oligomérico) € um acido nucleico. Em alguns
aspectos, um reagente brilhantemente marcado pode ser projetado de
acordo com o diagrama mostrado na Figura 2A, que descreve
genericamente dois marcadores luminescentes ligados a um construto
de acido nucleico principal. Como mostrado, em algumas modalida-
des, a0 menos um marcador luminescente 210 é ligado a um ligante
de acido nucleico 200 em um sitio de ligacdo 202 através de um
espagador 220. Em algumas modalidades, o ligante de acido nucleico
200 compreende ao menos duas fitas de oligonucleotideo hibridizadas.
Em algumas modalidades, o ligante de acido nucleico 200 compre-

ende ao menos dois marcadores luminescentes, em que cada marca-
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dor luminescente € separado do proximo por uma distancia minima d.
Em algumas modalidades, ao menos dois dos marcadores lumines-
centes sado ligados a mesma fita de oligonucleotideo, onde cada sitio
de ligacado é separado do préximo por uma distancia minima da. Em
algumas modalidades, os marcadores luminescentes sao ligados a fita
de oligonucleotideo por espagadores, em que cada espagador separa
um determinado marcador luminescente do seu sitio de ligagcao por
uma distancia minima da.
[0075] Em algumas modalidades, as distancias minimas di, da e
daL podem ser obtidas, por exemplo, usando métodos tedricos conhe-
cidos na técnica (por exemplo, computacionalmente ou ndo). Em
algumas modalidades, os métodos tedricos podem incluir qualquer
abordagem que explique a estrutura molecular, tal como comprimentos
de ligagao, angulos e rotacdo de ligagao, eletrostatica, helicidade de
acido nucleico, e outros fatores fisicos que podem ser representativos
de uma molécula em solugcdo. Em algumas modalidades, as medicdes
de distancia podem ser obtidas experimentalmente, por exemplo, por
meios cristalograficos ou espectroscopicos.
[0076] Aspectos da descricdo referem-se, ao menos em parte, a
descoberta de que reagentes brilhantemente marcados (por exemplo,
nucleotideos marcados) tendo um ligante de acido nucleico podem ser
projetados de acordo com a Equacéo 1:

Equagdo 1: 2(daL) - da < 12 A,

onde 2(dAL) - dA pode ser negativo. Em algumas
modalidades, dA é maior do que 17 angstroms (A). Em algumas
modalidades, dA é ao menos 17 A, mas néo superior a 350 A (por
exemplo, dA esta entre cerca de 17 e 350 A, entre cerca de 17 e 300
A, entre cerca de 17 e 300 A, entre cerca de 17 e 250 A, entre cerca
de 17 e 200 A, entre cerca de 17 e 150 A, entre cerca de 17 e 100 A

ou entre cerca de 17 e 50 A).
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[0077] Em ainda outros aspectos, os nucleotideos marcados da
descricdo podem ser projetados de acordo com a Equacéo 2:

Equacgéo 2: 2(daL)/da < 1.
[0078] Em algumas modalidades, 2(da.))da € menor que 1,
preferencialmente menor que 0,5. Em algumas modalidades 2(dacr)/dA
€ menor que 0,1.
[0079] Em algumas modalidades, os nucleotideos marcados da
descrigao podem ser projetados de acordo com a Equacgéo 3:

Equagédo 3: [2(daL) + LLD]}/da < 1,

em que LLD €& uma distancia que representa a maior
dimensdo do marcador (LLD). Em algumas modalidades, [2(dAL) +
LLD])/dA é menor que 0,5. Em algumas modalidades, [2(dAL) +
LLD])/dA é menor que 0,2. Em algumas modalidades, [2(dAL) +
LLD]/dA é menor que 0,1.
[0080] Em algumas modalidades, a distancia minima daL € medida
a partir de um atomo aproximadamente central de um marcador
luminescente 210 até um atomo na fita de oligonucleotideo ao qual o
espacador 220 esta ligado. Em algumas modalidades, a distancia
minima daL € medida a partir do centro do marcador luminescente 210
(por exemplo, aproximado com base no centro de massa da molécula
luminescente, ou algum outro método conhecido na técnica ou descrito
em outra parte aqui) a um atomo na fita de oligonucleotideo ao qual o
espacador 220 esta ligado. Em algumas modalidades, a distancia
minima da. € medida como o comprimento do espagador 220 (por
exemplo, medida a partir de um atomo do espagador 220 que se liga
ao marcador luminescente 210 a um atomo do espacador 220 que se
liga ao acido nucleico 200). Em algumas modalidades, a distancia
minima da € medida como a distancia entre os atomos na estrutura
oligonucleotidica aos quais os espagadores estdo ligados covalen-

temente (por exemplo, entre atomos de carbono de sitios de ligagéo
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abasicos). Em algumas modalidades, a distancia minima da € medida
como a distancia entre as bases marcadas na fita de oligonucleotideo
(por exemplo, entre atomos nas nucleobases dos sitios de ligagcéo
basicos).

[0081] Em algumas modalidades, a distancia minima d. é medida
como a distancia entre atomos aproximadamente centrais dos
marcadores luminescentes adjacentes. Em algumas modalidades, os
marcadores luminescentes adjacentes sao separadas por uma
distancia d. de aproximadamente 6 angstroms. Em algumas modali-
dades, a distancia d. € de ao menos 6 angstroms (por exemplo, ao
menos 6, ao menos 7, a0 menos 8, ao menos 9, ao menos 10, ao
menos 11 ou ao menos 12 angstroms). Em algumas modalidades, a
distancia minima d. é medida como uma aproximacao, que pode ou
nao levar em consideracdo a configuracdo do espacador, a flexi-
bilidade do espacgador, ou a flexibilidade do acido nucleico.

[0082] Dentre outros aspectos, a descrigdo fornece estratégias
gerais para o desenvolvimento da distancia d. entre marcadores
luminescentes, de modo que os reagentes multiplamente marcados
possam ser projetados para ter brilho maximo, sem comprometer a
vida util das emissdes. Em algumas modalidades, os marcadores
luminescentes adjacentes de proximidade suficiente podem interagir
de modo que ocorra um efeito de complexacéao, resultando em valores
diminuidos e/ou inconsistentes para a vida utii da emissao. Por
conseguinte, as estratégias gerais de projeto aqui fornecidas podem,
em algumas modalidades, envolver restricdes estruturais que limitam a
extensao das interagbes entre os marcadores luminescentes adja-
centes.

[0083] Em algumas modalidades, um marcador luminescente pode
interagir com nucleobases de guanina de um ligante de acido nucleico

por meio de decaimento radiativo e/ou ndo radiativo para afetar a vida
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utii de emissdo diminuida e/ou inconsistente. Em algumas modali-
dades, os sitios de ligacdo de marcador luminescente sao desenvol-
vidos minimizando o conteudo de G/C nas regides circundantes aos
sitios de ligagdo. Como tal, em algumas modalidades, os sitios de
ligacdo estdo localizados em regides ricas em A/T de uma fita de
oligonucleotideo. Em algumas modalidades, cada sitio de ligagao esta
ao menos 2 nucleotideos separado de um nucleotideo G ou C na fita
de oligonucleotideo (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou mais de 10
nucleotideos separado de um nucleotideo G ou C). Assim, em
algumas modalidades, cada sitio de ligacdo € flanqueado por ao
menos 2 nucleotideos consecutivos selecionados a partirde Aou T.
[0084] Em certas modalidades, a distancia entre os sitios de
ligacdo de uma fita de oligonucleotideo pode ser descrita pelo numero
de bases ndo marcadas intervenientes (por exemplo, nucleotideos
intervenientes). Em algumas modalidades, os sitios de ligagdo em uma
fita de oligonucleotideo s&o separados por ao menos 5 bases nao
marcadas (por exemplo, a0 menos 5, a0 menos 6, a0 menos 6, ao
menos 7, ao menos 8, ao menos 9 ou ao menos 10 bases néo
marcadas). Em algumas modalidades, os sitios de ligacdo sé&o
separados por 6, 7, 8 ou 9 bases nao marcadas. Em algumas
modalidades, os sitios de ligacdo sdo separados por entre 5 e 100
bases ndo marcadas (por exemplo, entre 5 e 80, entre 5 e 60, entre 5
e 40, entre 5 e 20, ou entre 5 e 10 bases ndo marcadas) na fita de
oligonucleotideo.

[0085] Em algumas modalidades, os principios de projeto aqui
descritos permitem a adicdo de marcadores luminescentes sucessivos
a um componente de reacdo marcado para aumentar o brilho e/ou a
intensidade de luminescéncia. Em algumas modalidades, as técnicas
do presente pedido fornecem componentes de reacdo multiplamente

marcados tendo brilho e/ou intensidade de luminescéncia de acordo
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com a férmula Ln (x), em que Ln é igual ao numero total de marcadores
luminescentes em um reagente marcado e x € igual ao brilho medido
ou intensidade de fluorescéncia do reagente individualmente marcado
correspondente. Por conseguinte, em algumas modalidades, um
componente de reagdo marcado com dois corantes possui brilho e/ou
intensidade de luminescéncia que € duplicada em comparacao com o
analogo marcado com um corante. Em algumas modalidades, um
componente de reacdo marcado com trés ou quatro corantes possui
brilho e/ou intensidade de luminescéncia que ¢€ ftriplicada ou qua-
druplicada, respectivamente, em comparagdo com o analogo marcado
com um corante. Em algumas modalidades, os reagentes brilhan-
temente marcados descritos aqui exibem brilho e/ou intensidade de
luminescéncia que é de ao menos 70%, ao menos 80%, ao menos
90%, ao menos 95%, ao menos 98% ou ao menos 99% do valor
predito por Ln ().

[0086] Em algumas modalidades, os ligantes de acido nucleico
aqui fornecidos compreendem uma fita de oligonucleotideo tendo ao
menos dois marcadores luminescentes. A Figura 2B representa
genericamente um ligante de acido nucleico de fita simples 250 ligado
a dois marcadores luminescentes. Como mostrado, um ligante de fita
simples pode possuir um grau relativamente alto de flexibilidade que
pode promover a interacdo entre os marcadores. Em algumas
modalidades, os reagentes brilhantemente marcados com vida util
consistente e/ou preservada podem ser gerados usando construtos de
ligante de fita simples, por exemplo, utilizando determinados marca-
dores que nao interagem para produzir um efeito de complexacéo, tal
como corantes a base de cianina. No entanto, para varias classes de
corantes, a promocao da proximidade marcador - marcador devido a
flexibilidade do ligante pode produzir vida util de emissdo diminuida

e/ou inconsistente. Por conseguinte, em algumas modalidades, a fita
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de oligonucleotideo marcada é hibridizada com uma ou mais fitas de
oligonucleotideo para diminuir a flexibilidade geral do ligante de acido
nucleico.

[0087] Em algumas modalidades, a hibridizacao de fitas foi usada
como uma estratégia geral de projeto para desenvolver uma distancia
dL apropriada entre os marcadores luminescentes em um ligante de
acido nucleico. Em algumas modalidades, a hibridizagdo de fitas foi
usada para aumentar a rigidez em regides especificas de acidos
nucleicos (por exemplo, dentro de uma regido marcada e/ou em uma
regido que separa uma regiado marcada de um reagente). A Figura 2B
representa genericamente um ligante de acido nucleico de fita dupla
252 que inclui uma fita de oligonucleotideo hibridizada para enrijecer a
regido marcada e, assim, diminuir a flexibilidade da fita que, de outra
forma, poderia promover a interagdo marcador - marcador.

[0088] Como ilustrado pelo ligante de acido nucleico 252, em
algumas modalidades, o movimento do marcador luminescente em
torno de um ponto de ligacdo pode promover a proximidade marcador
- marcador. Também como mostrado, em algumas modalidades, o
movimento do marcador em torno de um sitio de ligagao pode resultar
em um marcador estando mais préoximo de uma fita de oligonu-
cleotideo do ligante de acido nucleico. Em algumas modalidades, uma
fita de oligonucleotideo pode interagir com um marcador luminescente
para produzir medicdes da vida util da emissao inconsistentes e/ou
diminuidas. Por conseguinte, em algumas modalidades, os ligantes de
acido nucleico aqui descritos compreendem espacadores tendo certos
comprimentos, rigidezes, sitios de ligacdo, e/ou configuragdes que
limitam a extensao das interagdes marcador - marcador e/ou marcador
- ligante.

[0089] Em algumas modalidades, a distancia de separacéo entre

os marcadores luminescentes pode ser definida no contexto do volume
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de espaco no qual os marcadores estido presentes um em relagdo ao
outro. Por exemplo, a Figura 2B representa um diagrama 254 que
ilustra um exemplo de como a distancia d. pode ser medida. Em
algumas modalidades, cada marcador luminescente pode ser definido
por um volume estérico 212. Em algumas modalidades, o volume
estérico 212 é aproximado como uma esfera de raio 212-r ou como
uma forma elipsoide. Em algumas modalidades, cada marcador
luminescente compreende um volume estérico 212 tendo um ponto
central que estda ao menos 5 angstroms separados de qualquer outro
marcador (por exemplo, os pontos centrais dos marcadores adjacentes
sao separados por ao menos 5 angstroms). Um ponto central de um
marcador luminescente pode ser qualquer centro adequado do
marcador, incluindo, por exemplo, um centro de massa ou um centro
geomeétrico do marcador. Em algumas modalidades, um ponto central
de um marcador luminescente pode ser determinado calculando-se ou
aproximando-se o raio 212-r, como ilustrado na Figura 2B. Em
algumas modalidades, um ponto central de um marcador luminescente
pode ser calculado ou aproximado como metade da dimensao mais
longa de um marcador luminescente (por exemplo, conforme descrito
em outra parte aqui para r1 e r2 da Figura 1A).

[0090] Em algumas modalidades, a distancia entre os marcadores
luminescentes adjacentes (dL) pode ser medida como a distancia entre
os centros de massa dos marcadores luminescentes adjacentes. O
centro de massa, em algumas modalidades, refere-se a posicdo média
de todos os atomos em um marcador luminescente, ponderado de
acordo com suas massas. Os métodos para calcular o centro de
massa sao conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Leach, A.R.
Molecular Modeling: Principles and Applications (22 edic&o), Prentice-
Hall 2001; Guenza, M. (2002) Macromolecules 35 (7): 2714 a 2722).

[0091] Em algumas modalidades, a distancia entre os marcadores
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luminescentes adjacentes (dL) pode ser medida como a disténcia entre
0s centros geométricos dos marcadores luminescentes adjacentes.
Um centro geométrico de uma molécula, em algumas modalidades,
refere-se a posicdo media de todos os atomos da molécula (por
exemplo, todos os atomos em um marcador luminescente), em que os
atomos nao sao ponderados. Assim, em algumas modalidades, o
centro geométrico de uma molécula refere-se a um ponto no espago
que € uma média das coordenadas de todos os atomos na molécula.
[0092] Em algumas modalidades, o volume estérico 212 & calcu-
lado com mais precisao usando qualquer método adequado conhecido
na técnica. Por exemplo, os fatores de refratividade molar em
propriedades que incluem capacidade de polarizacdo podem ser cal-
culados de acordo com a equac3o:

Refratividade molar = [(n? - 1)/(n? + 2)] x (MW/d),

onde n = indice de refracdo; MW = peso molecular; e d =
densidade.
[0093] Em algumas modalidades, o volume estérico 212 de um
marcador pode ser calculado computacionalmente para incluir fatores
adicionais e/ou mais complexos. Por exemplo, o fator estérico de
Verloop fornece dimensdes espaciais de uma molécula com base em
angulos de ligacéao, raios de van der Waals, comprimentos de ligagao,
e possiveis conformagdes (por exemplo, ver Harper, K.C., e outros
(2012) Nature Chemistry 4, 366 a 374).
[0094] Em algumas modalidades, o movimento do marcador
luminescente em torno de um sitio de ligagdo pode ser fatorado na
distancia de separacdo d.. Como mostrado na Figura 2B, a faixa de
movimento do marcador em torno de cada sitio de ligacdo pode ser
definida, em algumas modalidades, com base no comprimento do
espacador e no volume estérico do marcador. Essa faixa de movi-

mento tedrica € ilustrada por linhas tracejadas. Dever-se-ia considerar
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que, em algumas modalidades, uma variedade das composi¢des e
estratégias de projeto descritas neste documento pode vantajosa-
mente limitar a extensao em que a faixa de movimento se aproxima da
regido sobreposta mostrada. Por exemplo, em algumas modalidades,
a rigidez do espagador, o comprimento do espacgador, e a separagao
do sitio de ligagdo podem ser tratados de acordo com a descri¢éo para
limitar a extensdo em que o marcador provavelmente se aproximara
da regiao sobreposta. Também dever-se-ia apreciar que o diagrama
254 ¢é destinado a fins ilustrativos, por exemplo, como nao é
necessariamente exigido que os marcadores entrem em contato fisico
para que ocorra decaimento radiativo e/ou nao radiativo.

[0095] Em algumas modalidades, a faixa de movimento dos mar-
cadores representada no diagrama 254 pode ser geralmente chamada
de um volume espacial, por exemplo, uma area do espaco tendo
regides de probabilidade variavel de que o marcador possa estar
presente em um ponto no espago a um determinado momento. Em
algumas modalidades, cada marcador ocupa um volume espacial que
nao é substancialmente sobreposto com o de qualquer outro marcador
luminescente. Em algumas modalidades, cada marcador ocupa um
volume espacial que esta substancialmente livre de qualquer outro
marcador.

[0096] Em algumas modalidades, os sitios de ligagao relativos
para os marcadores luminescentes podem ser projetados tendo em
vista a estrutura helicoidal de um ligante de fita dupla. A Figura 2C
representa um exemplo de um acido nucleico 260 tendo dois
marcadores separados por uma distancia, x. O acido nucleico 262
(desenhado aproximadamente em escala) é ligado a dois marcadores
luminescentes em sitios de ligacdo separados por aproximadamente
metade do numero de bases do acido nucleico 260, mas a localizacao

relativa do sitio de ligagdo ao longo da hélice resulta em uma distancia
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de separacao de marcadores através do espaco de aproximadamente
2x. Como mostrado, em algumas modalidades, o ligante de acido
nucleico pode limitar ainda mais a extensdo do decaimento radiativo
e/ou nao radiativo entre os marcadores, agindo como uma barreira
estérica entre os marcadores.

[0097] Em algumas modalidades, o termo "barreira estérica"
refere-se a um ligante ou uma porgédo de um ligante (por exemplo, um
ligante de acido nucleico ou uma porgao dele) posicionado entre um
marcador luminescente acoplado ao ligante e alguma outra ligacédo do
ligante. Sem desejar estar limitado pela teoria, pensa-se que uma
barreira estérica pode absorver, desviar ou, de outra forma, bloquear o
decaimento radiativo e/ou nao radiativo emitido pelo marcador
luminescente. Em algumas modalidades, a barreira estérica impede ou
limita a extensdo em que um ou mais marcadores luminescentes
interagem com um ou mais outros marcadores luminescentes. Em
algumas modalidades, a barreira estérica impede ou limita a extensao
em que um ou mais marcadores luminescentes interagem com um ou
mais reagentes. Em algumas modalidades, a barreira estérica impede
ou limita a extensdao em que um ou mais marcadores luminescentes
interagem com uma ou mais moléculas associadas a um reagente (por
exemplo, uma polimerase ligada ao reagente). Por conseguinte, em
algumas modalidades, o termo barreira estérica pode geralmente se
referir a um efeito de protecdo que é fornecido por alguma porcao de
um ligante de acido nucleico.

[0098] Em algumas modalidades, um ou mais motivos estruturais
podem funcionar como uma barreira estérica. Por exemplo, em
algumas modalidades, uma hélice formada por um ligante de acido
nucleico de fita dupla funciona como uma barreira estérica. Em
algumas modalidades, uma haste - alga ou uma porgdo da mesma

(por exemplo, uma haste, uma alg¢a) funciona como uma barreira
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estérica. Em algumas modalidades, uma juncdo de trés vias (por
exemplo, como em um acido nucleico tendo duas ou mais hastes -
alcas) funciona como uma barreira estérica. Em algumas modalidades,
uma fita hibridizada sem acoplamentos (por exemplo, uma fita de
suporte) funciona como uma barreira estérica. Em algumas modali-
dades, um espacador funciona como uma barreira estérica.

[0099] Em algumas modalidades, os reagentes brilhantemente
marcados descritos aqui fornecem separacdo entre os marcadores
luminescentes e um reagente. Em algumas modalidades, um acido
nucleico 264 compreende um reagente nucleosideo polifosfato 280
que serve como um substrato para uma polimerase 290 em uma
reacao de sintese. Em algumas modalidades, os marcadores proximos
ao sitio ativo da polimerase podem induzir o dano pela luz da
polimerase (por exemplo, através de decaimento ndo radiativo ou de
outra forma), o que pode ser prejudicial a atividade da polimerase.
Como mostrado, o acido nucleico 266 € ligado a um reagente de modo
que ao menos uma por¢cdo do ligante esteja em uma regido
intermediaria entre o marcador e o reagente. Como tal, em algumas
modalidades, um ligante de acido nucleico pode funcionar como uma
barreira estérica para proteger ainda mais a polimerase de dano pela
luz induzido por marcador. Este efeito da protecdo da polimerase
pode, em algumas modalidades, ocorrer através da separacao
espacial marcador - reagente e/ou da presenga de uma barreira
estérica entre o marcador e o reagente. A protecdo da polimerase é
descrita em mais detalhes no pedido de patente copendente US.
15/600.979), cujo conteudo € aqui incorporado por referéncia em sua
totalidade.

[00100] Em algumas modalidades, o tamanho e a configuragao dos
ligantes de acido nucleico (por exemplo, uma ou mais fitas de

oligonucleotideo e/ou um ou mais espacadores de um ligante de acido
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nucleico) determina a distancia entre um marcador luminescente e um
nucleosideo polifosfato. Em algumas modalidades, a distédncia € de
cercade 1 nm ou 2 nm a cerca de 20 nm. Por exemplo, mais de 2 nm,
mais de 5 nm, 5 a 10 nm, mais de 10 nm, 10 a 15 nm, mais de 15 nm,
15 a 20 nm, mais de 20 nm. No entanto, a distancia entre o marcador
luminescente e o nucleosideo polifosfato ndo pode ser muito longa,
pois certas técnicas de deteccdo exigem que o marcador luminescente
esteja dentro de um volume de iluminagdo definido para ser excitado
(por exemplo, quando o nucleosideo polifosfato € mantido no sitio
ativo de uma polimerase). Por conseguinte, em algumas modalidades,
a distancia total € menor que 30 nm, menor que 25 nm, em torno de 20
nm, ou menor que 20 nm.

[00101] Em algumas modalidades, outras caracteristicas das
composi¢cdes descritas neste documento podem ser implementadas
para promover a separagao marcador - reagente para minimizar o
potencial de dano pela luz induzido por marcador, por exemplo,
comprimento do espacador, rigidez do espacgador, localizagao do sitio
de ligagdo. Em algumas modalidades, a conectividade do reagente
aos ligantes de acido nucleico aqui descritos pode ser modificada em
relacdo a um marcador luminescente para promover a separacao
marcador - reagente. A Figura 3A representa genericamente ligantes
de acido nucleico com conectividade marcador - reagente de mesma
fita ou de fita oposta. Em algumas modalidades, um acido nucleico 300
compreende dois ou mais marcadores luminescentes e um reagente
ligado a mesma fita de oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a
conectividade de mesma fita resulta em uma conexao covalente entre
o0 marcador e o reagente.

[00102] Em algumas modalidades, um acido nucleico 302
compreende dois ou mais marcadores luminescentes e um reagente

ligado a diferentes fitas de oligonucleotideos. Em algumas modalida-



37/101

des, a conectividade de fita oposta resulta em uma conexao nao
covalente entre o marcador e o reagente. Em algumas modalidades, a
conectividade de fita oposta do marcador e reagente ocorre através da
hibridizagcdo de uma fita de oligonucleotideo ligada ao marcador e uma
fita de oligonucleotideo ligada ao reagente. Como mostrado, em
algumas modalidades, os ligantes de acido nucleico da descricao
compreendem uma distancia de separagao marcador - reagente dir.
Em algumas modalidades, dir € a distancia entre o reagente e o
marcador luminescente mais préximo. Em algumas modalidades, dir €
medida do sitio de ligacdo do marcador ao sitio de ligagcdo do
reagente. Em algumas modalidades, d.r € medida a partir da molécula
luminescente de um marcador até o reagente. Em algumas modali-
dades, dir € a0 menos 1 nm. Em algumas modalidades, dir esta entre
cerca de 1 nm e cerca de 10 nm (por exemplo, aproximadamente 1
nm,2nm,3nm,4nm,5nmnm, 6 nm,7nm,8nm, 9 nm, 10 nmou 10 nm
ou mais 10 nm). Em algumas modalidades, dir esta entre cerca de 2
nm e cerca de 30 nm (por exemplo, entre cerca de 2 e 25 nm, entre
cerca de 2 e 20 nm, entre cerca de 2 e 15 nm, entre cerca de 2 e 15
nm, entre cerca de 2 e 10 nm, entre cerca de 2 e 5 nm, entre cerca de
5 e 10 nm, entre cerca de 10 e 20 nm, entre cerca de 5 e 30 nm, entre
cerca de 15 e 30 nm, ou entre cerca de 20 e 30 nm).

[00103] A Figura 3B mostra exemplos de especificagbes de dis-
tancia ndo limitantes usadas no projeto de reagentes brilhantemente
marcados. Em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico 304
€ ligado a dois marcadores luminescentes e a um nucleosideo
hexafosfato (por exemplo, um reagente) via conectividade de mesma
fita. Em algumas modalidades, como mostrado, d. € de aproxima-
damente 1 nm e dir € de aproximadamente 7 nm. Em algumas
modalidades, os reagentes brilhantemente marcados da descricdo

compreendem mais de dois marcadores luminescentes. Por exemplo,
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em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico 306 ¢é ligado a
trés marcadores luminescentes e a um nucleosideo hexafosfato (por
exemplo, um reagente) via conectividade de mesma fita. Como
mostrado, em algumas modalidades, construtos com mais de dois
marcadores luminescentes acoplados a mais de dois sitios de ligagao
terdo necessariamente mais de uma distancia de separagao d.. Em
algumas modalidades, cada distancia de separacdo d. em um unico
construto pode ser projetada independentemente, de acordo com a
descricdo deste documento. Em algumas modalidades, cada distancia
de separacdo de marcador d. pode ser projetada para ser aproxi-
madamente a mesma. Por exemplo, em algumas modalidades, cada
ocorréncia de distancia de separacao d. € de aproximadamente 3,5
nm e dir € de aproximadamente 7 nm.

[00104] Em algumas modalidades, os reagentes brilhantemente
marcados do pedido compreendem dois ou mais marcadores lumi-
nescentes ligados através de diferentes fitas de oligonucleotideos. Por
exemplo, em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico 308
compreende quatro marcadores luminescentes ligados via fitas de
oligonucleotideos separadas. Em algumas modalidades, uma fita de
oligonucleotideo nao marcada do ligante de acido nucleico 308
compreende uma primeira por¢cao que é complementar a uma primeira
fita de oligonucleotideo ligada a dois marcadores luminescentes e a
um nucleosideo polifosfato. A fita de oligonucleotideo n&do marcada
compreende ainda uma segunda porgao que € complementar a uma
segunda fita de oligonucleotideo ligada a dois marcadores lumines-
centes. Como mostrado, em algumas modalidades, os sitios de
ligacdo do marcador luminescente dentro de cada fita marcada séo
separados por 9 nucleotideos. Em algumas modalidades, a separacéao
entre os sitios de ligacdo mais préximos em fitas marcadas nao

contiguas pode ser a mesma ou pode ser diferente (por exemplo,
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como mostrado por uma separacéo de 10 nucleotideos).

[00105] O ligante de acido nucleico genérico nao limitante 304 com
conectividade marcador - reagente de mesma fita foi usado como base
para gerar o nucleosideo polifosfato marcado mostrado na Figura 3C.
Como mostrado, o ligante de acido nucleico da Figura 3C compreende
duas fitas de oligonucleotideo hibridizadas. De acordo com certas
modalidades da descricdo, dois marcadores luminescentes foram
acoplados a sitios abasicos dentro de uma primeira fita de oligonu-
cleotideo do ligante. As técnicas de quimica de clique, como aqui
descritas em outra parte como uma estratégia geral de ligagao, foram
usadas para conectar um nucleosideo polifosfato a mesma fita de
oligonucleotideo. Uma segunda fita de oligonucleotideo foi hibridizada
com a primeira fita para promover conformagdes espaciais restritas
dos componentes ligados de acordo com a teoria aqui descrita. O
construto da Figura 3C foi utilizado com sucesso em uma sequéncia
unica de molécula executada com outros nucleosideos polifosfatos
marcados (Figura 3D). Um construto projetado de maneira semelhante
foi gerado com conectividade de fita oposta e € mostrada na Figura
3E.

[00106] A Figura 3E representa uma estrutura exemplificativa de um
ligante de acido nucleico que conecta n&o covalentemente um
nucleosideo polifosfato (por exemplo, um reagente) com marcadores
luminescentes. Como mostrado, uma primeira fita de oligonucleotideo
acoplada a dois marcadores luminescentes em sitios de ligagao
basicos foi hibridizada com uma segunda fita de oligonucleotideo
acoplada a um nucleosideo hexafosfato em um sitio de ligacao
terminal. Em algumas modalidades, as estratégias de projeto forneci-
das na presente descricdo para gerar reagentes brilhantemente
marcados sao consideradas como incluindo estratégias alternativas de

conjugacao de marcadores, tal como marcadores integrados a um
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ligante (por exemplo, integrados a um ligante oligomérico ou
polimérico, tal como uma fita de oligonucleotideo). Por exemplo, a
Figura 3F representa um exemplo de um ligante de acido nucleico
tendo dois marcadores ligados dentro de uma fita de oligonucleotideo.
[00107] Como mostrado na Figura 3F, em algumas modalidades,
um reagente brilhantemente marcado compreende dois marcadores
luminescentes acoplados dentro de uma fita de oligonucleotideo (por
exemplo, integrada na fita)) Em algumas modalidades, essas
estratégias de conjugacdo podem ser implementadas com moléculas
luminescentes que ndo interagem via decaimento radiativo e/ou nao
radiativo, tal como corantes a base de cianina (por exemplo, como
mostrado na Figura 3F, area em caixa). Em algumas modalidades, o
numero de moléculas luminescentes ligadas dentro de uma fita de
oligonucleotideo pode ser limitado apenas pelo tamanho da fita de
oligonucleotideo. Assim, em algumas modalidades, um reagente
brilhantemente marcado compreende mais de dois marcadores
luminescentes (por exemplo, dois, trés, quatro, cinco, seis marcadores
luminescentes ou mais) ligados dentro de uma fita de oligonucleotideo.
O construto representado na Figura 3F foi utilizado com sucesso em
uma corrida de sequenciamento com trés outros nucleosideos
polifosfatos brilhantemente marcados (Figura 3G).

[00108] A descrigao refere-se, em alguns aspectos, a descoberta de
que ligantes de acido nucleico podem ser projetados com confor-
macgdes estruturalmente restritas que fornecem arcaboucos para
reagentes brilhantemente marcados com vida util de emissao consis-
tente e/ou preservada. Como aqui descrito, em algumas modalidades,
a hibridizacao de fita de oligonucleotideo € uma estratégia geral que
promove conformacbdes restritas para fins de separagcdo de
marcadores. Em algumas modalidades, a hibridizacdo da fita de

oligonucleotideo envolve hibridizacdo de diferentes fitas de oligonu-
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cleotideo. Em algumas modalidades, a hibridizacdo de fita de oligo-
nucleotideo envolve auto-hibridizacdo de fita (por exemplo, auto-
hibridizacdo dentro de uma unica fita). Em algumas modalidades, a
auto-hibridizagao de fita pode limitar a flexibilidade do ligante de acido
nucleico, como descrito em outro local neste documento em relacdo a
hibridizacdo de fita separada. Em algumas modalidades, a auto-
hibridizacdo de fita € usada para formar uma ou mais estruturas de
haste - algca em um ligante de acido nucleico.

[00109] Uma haste - alca, ou alga, € uma algca ndo pareada de
nucleotideos em uma fita de oligonucleotideo que é formada quando a
fita de oligonucleotideo se dobra e forma pares de bases com outra
secdo da mesma fita. Em algumas modalidades, a alga n&do pareada
de uma haste - alca compreende trés a dez nucleotideos. Por
conseguinte, uma haste - alca pode ser formada por duas regides de
uma fita de oligonucleotideo que possui sequéncias complementares
invertidas que hibridizam para formar uma haste, onde as duas regides
sao separadas pelos trés a dez nucleotideos que formam a alga nao
pareada. Em algumas modalidades, a haste pode ser projetada para
ter um ou mais nucleotideos G/C, que podem fornecer estabilidade
adicional com a interagao de ligagao de hidrogénio adicional que se
forma em comparagdo com nucleotideos A/T. Em algumas modalida-
des, a haste compreende nucleotideos G/C imediatamente adjacentes
a uma sequéncia de alga ndo pareada. Em algumas modalidades, a
haste compreende nucleotideos G/C dentro dos primeiros 2, 3, 4 ou 5
nucleotideos adjacentes a uma sequéncia de alga ndo pareada.
[00110] Em algumas modalidades, uma alga n&o pareada de um
ligante de acido nucleico de haste - alga compreende um ou mais
marcadores luminescentes. Assim, em algumas modalidades, um ou
mais sitios de ligagdo de marcador estao presentes em uma alga néo

pareada. Em algumas modalidades, um sitio de ligacdo ocorre em um
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sitio abasico na al¢ga ndo pareada Em algumas modalidades, um sitio
de ligacado ocorre na base da al¢ca ndo pareada. Em algumas moda-
lidades, uma alga compreende uma sequéncia rica em A/T/U, por
exemplo, devido a um efeito de complexag¢ao observado com guanina,
como descrito em outro local neste documento. Em algumas
modalidades, o sitio de ligagdo ocorre em um nucleotideo A, T ou U na
alca nao pareada. Em algumas modalidades, ao menos quatro
nucleotideos A, T ou U consecutivos ocorrem em ambos os lados de
um sitio de ligagcdo. Em algumas modalidades, uma al¢a n&o pareada
compreende menos de 33% de conteudo de G/C (por exemplo, menos
de 30%, menos de 20%, menos de 10%, ou 0% de conteudo de G/C).

[00111] Em algumas modalidades, um marcador luminescente é
acoplado a uma alga ndo pareada de uma haste - alga (por exemplo, o
sitio de ligagdo do marcador ocorre dentro da alga). Por exemplo, a
Figura 4A representa genericamente um exemplo de um reagente
marcado tendo um ligante de acido nucleico de haste - algca 400. Como
mostrado, em algumas modalidades, uma primeira fita de oligonu-
cleotideo 410 se auto-hibridiza para formar uma haste - algca. Em
algumas modalidades, a porgdo auto-hibridizada da fita de oligonu-
cleotideo forma uma haste 412 da haste - alga. Em algumas
modalidades, a auto-hibridizacdo de fita resulta na formagdo de um
alca 414 de uma haste - alga (por exemplo, uma alga ndo pareada).
Em algumas modalidades, a primeira fita de oligonucleotideo 410 é
ainda hibridizada com uma segunda fita de oligonucleotideo 420 ligada
a um reagente. Assim, em algumas modalidades, um ligante de acido
nucleico de haste - alga conecta de maneira nao covalente um
marcador luminescente a um reagente via conectividade de fita
oposta. Dever-se-ia considerar que, em algumas modalidades, uma
fita de oligonucleotideo auto-hibridizada (por exemplo, uma fita com

uma haste - alga) acoplada a um marcador luminescente pode ser
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acoplada a um ou mais reagentes por meio de conectividade de
mesma fita.

[00112] Em algumas modalidades, dois ou mais marcadores
luminescentes sao acoplados a um ligante de acido nucleico de haste -
alca. Por exemplo, em algumas modalidades, um ligante de acido
nucleico de haste - alca 402 é acoplado a dois marcadores lumines-
centes. Como mostrado, em algumas modalidades, os sitios de
ligagdo para os dois marcadores luminescentes ocorrem dentro da
alca da haste - alga. Em algumas modalidades, a estabilidade for-
necida pela regidao de haste auto-hibridizada resulta na regiao de alga
tendo um nivel relativamente baixo de flexibilidade. Em algumas
modalidades, os sitios de ligagdo de marcador luminescente dentro de
uma alga ndo pareada podem ser projetados para promover uma
separagao espacial favoravel de marcador e/ou uma separagao
espacial favoravel de marcador - reagente. O exemplo fornecido pelo
ligante de acido nucleico de haste - alga 402 n&o limitante representa
os sitios de ligagao do marcador que sao separados um do outro por
uma distancia aproximada do diametro da alga. Em algumas moda-
lidades, esse projeto pode maximizar a separagdo marcador — mar-
cador através do espago. Em algumas modalidades, esse projeto
limita ainda mais a extensao da interacdo marcador - marcador atraves
de um efeito de barreira estérica fornecido pela alga, como descrito em
outro local neste documento. Em algumas modalidades, um ligante de
acido nucleico de haste - alca compreende duas ou mais hastes -
alcas (Figura 4B).

[00113] Como mostrado na Figura 4B, em algumas modalidades,
um ligante de acido nucleico de haste - algca 404 compreende duas
hastes - alcas. Em algumas modalidades, a formagao de duas hastes -
alcas resulta em um ligante de acido nucleico com uma forma de Y, de

modo que uma jungao de trés vias 410 seja formada. Em algumas
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modalidades, as jungbes de trés vias sdo consideradas como uma
estratégia de projeto geral devido a relativa estabilidade e confor-
magao geometricamente restrita que resulta dessas caracteristicas.
Em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico de haste - alga
404 compreende um marcador luminescente acoplado a cada alcga.
Em algumas modalidades, um acido nucleico de haste - alga 404
conecta de maneira ndo covalente um marcador luminescente e um
reagente através de conectividade de fita oposta, por exemplo, um ou
mais marcadores acoplados a uma primeira fita de oligonucleotideo
hibridizada com uma segunda fita de oligonucleotideo hibridizada
acoplada a um ou mais reagentes. Em algumas modalidades, um
acido nucleico de haste - alga 406 conecta um marcador luminescente
e um reagente por meio de conectividade na mesma fita (por exemplo,
um ou mais marcadores € um ou mais reagentes ligados a mesma fita
de oligonucleotideo). O acido nucleico de haste - alca 406 representa
um exemplo de especificagdes de distancia n&o limitantes usadas no
projeto de reagentes brilhantemente marcados tendo uma jungao de
trés vias. Por exemplo, essas distancias aproximadas foram usadas
como base para gerar o nucleosideo polifosfato marcado mostrado na
Figura 4C. O construto da Figura 4C foi usado com sucesso em uma
corrida de sequenciamento de Unica molécula com outros
nucleosideos polifosfatos marcados (Figura 4D).

[00114] Em algumas modalidades, um ou mais marcadores lumi-
nescentes sao acoplados a uma haste de uma haste - alga. Em
algumas modalidades, uma haste - alca de um ligante de acido
nucleico ndo compreende um marcador luminescente. Em algumas
modalidades, uma haste - alga de um ligante de acido nucleico
compreende uma regido nao pareada dentro da haste (por exemplo,
um "alca de abaulamento"). Em algumas modalidades, um ou mais

motivos estruturais ndo marcados, tal como hastes - alcas, séo



45/101

incluidos no ligante de acido nucleico (por exemplo, em uma posi¢ao
no ligante de acido nucleico, de modo que esta entre os um ou mais
marcadores luminescentes e 0os ou mais nucleosideos polifosfatos).
Em tais modalidades, os um ou mais motivos estruturais nao
marcados podem fornecer um efeito de barreira estérica, como des-
crito em outra parte deste documento.

[00115] Em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico de
haste - alca compreende uma primeira fita de oligonucleotideo
acoplada a um marcador luminescente. Em algumas modalidades, o
marcador luminescente € acoplado a um sitio de ligagdo na primeira
fita de oligonucleotideo através de um espacador. Em algumas
modalidades, a primeira fita de oligonucleotideo forma uma estrutura
secundaria de haste - alga tendo uma haste e uma alga (por exemplo,
uma al¢a nao pareada). Em algumas modalidades, a algca compreende
o sitio de ligagdo. Em algumas modalidades, o ligante de acido
nucleico compreende uma segunda fita de oligonucleotideo hibridizada
com a primeira fita de oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a
segunda fita de oligonucleotideo estd ligada a um nucleosideo
polifosfato. Em algumas modalidades, o nucleosideo polifosfato é
acoplado a segunda fita de oligonucleotideo através de um espacador.
Em algumas modalidades, a primeira fita de oligonucleotideo & de
estrutura:

Yi—&
g Na s.,N1L1 (N'I'))I(‘,(N'I') L,stl yNB "

em que Na e Np sdo, cada um, uma sequéncia consecutiva de 5 a 40
nucleotideos selecionados independentemente a partirde A, U, T, G e
C, em que a segunda fita de oligonucleotideo é hibridizada ou a uma
porcdo 5 de Na ou uma porgao 3’ de Ng; os colchetes denotam uma
regidao que forma y hastes - algas, cada haste - alga tendo uma haste e

uma alca, em que y € 1 a 3; N1 e N2 sdo, cada um, uma sequéncia
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consecutiva de 5 a 20 nucleotideos selecionados independentemente
a partir de A, U, T, G e C, em que: uma porcédo 5 de N1 (S1) e uma
porcao 3’ de N2 (S2) sdo complementarmente inversas ou comple-
mentarmente parcialmente inversas e s&o capazes de hibridizar uma
com a outra para formar o motivo da haste; uma porcédo 3’ de N+ (L1),
uma porgédo 5 de N2 (L2) e uma regido intermediaria formam o motivo
da alca quando S1 e S hibridizam para formar o motivo da haste; (A/T)
€ um nucleotideo selecionado a partir de A, T e U; X4 é o sitio de
ligacdo na segunda fita de oligonucleotideo; Y1 & o primeiro ligante; e
Z1 € 0 marcador luminescente.

[00116] Como descrito neste documento, aspectos da descricdo
referem-se a configuragdes de ligantes geometricamente restritas para
conectar um ou mais marcadores luminescentes a um ou mais
reagentes (por exemplo, um ou mais nucleosideos polifosfatos). Em
algumas modalidades, uma configuragcdo geometricamente restrita
refere-se a um ligante de acido nucleico com dois ou mais marcadores
luminescentes, onde os marcadores luminescentes sdo espacialmente
separados por uma configuragdo simétrica. Em alguns aspectos, os
reagentes brilhantemente marcados da descricdo compreendem
ligantes de acido nucleico que se assemelham a uma configuracdo em
forma de arvore, como representado na Figura 5A. Em algumas
modalidades, o ligante em forma de arvore 500 compreende um
ligante de acido nucleico marcado com tris conectado a um reagente
(por exemplo, um nucleosideo polifosfato). Como mostrado, em algu-
mas modalidades, o ligante em forma de arvore 500 compreende trés
componentes principais de oligonucleotideo. Em algumas modalida-
des, um primeiro componente de oligonucleotideo 510 compreende
quatro fitas de oligonucleotideo ligadas covalentemente por meio de
um ligante ramificado. Em algumas modalidades, cada uma das trés

das fitas de oligonucleotideo do componente 510 esta ligada a um
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marcador luminescente (por exemplo, via acoplamento terminal ou
outra estratégia de conjugacdo aqui descrita). Por conseguinte, em
algumas modalidades, as trés fitas de oligonucleotideo marcadas do
componente 510 sdo geralmente chamadas de uma por¢do marcada
do componente 510. Em algumas modalidades, uma quarta fita de
oligonucleotideo do componente 510 ndo € marcada. Em algumas
modalidades, a quarta fita de oligonucleotideo é hibridizada com um
segundo componente de oligonucleotideo 520. Em algumas moda-
lidades, o segundo componente de oligonucleotideo 520 do ligante de
acido nucleico 500 é ligado a um reagente (por exemplo, via
acoplamento terminal ou outra estratégia de conjugacao aqui descrita).
Em algumas modalidades, um terceiro componente de oligonucleo-
tideo 530 é hibridizado com as trés fitas de oligonucleotideo da porcao
marcada do componente 510. Em algumas modalidades, o terceiro
componente de oligonucleotideo 530 € chamado de uma fita de
suporte, pois sua hibridizagdo com o componente 510 fornece rigidez
estrutural na regido marcada para promover a separagao espacial dos
marcadores luminescentes.

[00117] Como dever-se-ia apreciar, qualquer uma das estratégias
de projeto do ligante descritas aqui pode ser aplicada a um ligante de
acido nucleico em forma de arvore ou a qualquer outra configuracao
de ligante de acido nucleico considerada pela descrigao (por exemplo,
conectividade de fita, propriedades de espacador e configuracdes de
espacador, separagdo marcador - marcador, separacao marcador -
reagente, juncdes de trés vias, etc.). O acido nucleico em forma de
arvore 502 representa um exemplo de especificacdes de distancia ndo
limitantes usadas no projeto de reagentes brilhantemente marcados
tendo um ligante de acido nucleico em forma de arvore. Como um
exemplo ilustrativo, essas distancias aproximadas foram usadas como

base para gerar o nucleosideo polifosfato marcado mostrado na Figura
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substituido ou ndo substituido, heterocicliieno substituido ou nao
substituido, carbociclileno substituido ou n&o substituido, arileno
substituido ou nao substituido, heteroarileno substituido ou nao
substituido, e combinag¢des dos mesmos; e cada ocorréncia de O é um
atomo de oxigénio de um grupo 5’ fosfato ou um grupo 3’ hidroxila de
uma fita de oligonucleotideo adjacente.

[00119] Em alguns aspectos, a descricdo fornece reagentes
brilhantemente marcados com ligantes de acido nucleico em forma de
estrela. Como mostrado na Figura 6A, os ligantes de acido nucleico
em forma de estrela podem fornecer reagentes dispostos simetrica-
mente em uma regido externa do ligante e um ou mais marcadores
luminescentes mais proximos a uma regido central da configuragao.
Dessa maneira, em algumas modalidades, os reagentes podem ser
mais suscetiveis a reagir, por exemplo, com uma polimerase. Em
algumas modalidades, o teor de nucleotideo que circunda os sitios de
ligagdo do marcador Iluminescente perto da regido central é
selecionado de acordo com as especificagdes aqui descritas (por
exemplo, baixo conteudo de G/C para evitar um efeito de complexacao
entre um marcador e o ligante). Em algumas modalidades, um ligante
de acido nucleico em forma de estrela 600 compreende um
componente de oligonucleotideo em forma de Y tendo trés fitas de
oligonucleotideo acopladas por meio de um ligante ramificado. Em
algumas modalidades, cada uma das trés fitas de oligonucleotideo do
componente de oligonucleotideo em forma de Y é conectada (por
exemplo, terminalmente) a um reagente. Em algumas modalidades,
cada uma das trés fitas de oligonucleotideo do componente de
oligonucleotideo em forma de Y é hibridizada com uma fita de
oligonucleotideo. Em algumas modalidades, uma das fitas de
oligonucleotideo hibridizadas € acoplada a um marcador luminescente.

Em algumas modalidades, no entanto, duas ou trés das fitas de
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oligonucleotideo hibridizadas sao, cada uma, ligada a um marcador
luminescente.

[00120] Em algumas modalidades, o componente de oligonucleo-
tideo em forma de Y de um ligante de acido nucleico em forma de
estrela é ligado a mais de trés reagentes. Por exemplo, em algumas
modalidades, um reagente brilhantemente marcado tendo um ligante
de acido nucleico em forma de estrela 602 compreende dois reagentes
em cada uma das duas fitas de oligonucleotideo do componente de
oligonucleotideo em forma de Y. Em algumas modalidades, os dois
reagentes sdo ligados a fitas do componente de oligonucleotideo em
forma de Y que sdo hibridizados com fitas ndo marcadas, como
mostrado.

[00121] Em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico em
forma de estrela compreende um componente de oligonucleotideo
marcado e um componente de oligonucleotideo reagente, em que
cada componente de oligonucleotideo compreende um oligonucleo-
tideo em forma de Y. Por exemplo, em algumas modalidades, um
ligante de acido nucleico em forma de estrela 604 compreende um
primeiro componente de oligonucleotideo em forma de Y ligado a trés
marcadores luminescentes. Em algumas modalidades, cada marcador
luminescente é acoplada a cada fita de oligonucleotideo do primeiro
componente em forma de Y. Em algumas modalidades, como
mostrado, cada marcador luminescente € acoplado perto de uma
regido central do primeiro componente de oligonucleotideo em forma
de Y. Em algumas modalidades, o ligante de acido nucleico em forma
de estrela 604 ¢ hibridizado com um segundo componente de
oligonucleotideo em forma de Y ligado a trés reagentes. Em algumas
modalidades, cada reagente € conectado a cada fita de oligonucleo-
tideo do segundo componente em forma de Y. Em algumas moda-

lidades, como mostrado, cada reagente € acoplado a uma regiao
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externa do primeiro componente de oligonucleotideo em forma de Y
(por exemplo, através de sitios de ligagao terminais). O acido nucleico
em forma de estrela 606 representa um exemplo de especificacdes de
distancia nao limitante usadas no projeto de reagentes brilhantemente
marcados tendo um ligante de acido nucleico em forma de estrela.
Uma estrutura exemplificativa de um reagente brilhantemente marcado
com um ligante de acido nucleico em forma de estrela gerado de
acordo com a descrigao € mostrada na Figura 6B.

[00122] Em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico em
forma de estrela pode ser descrito em termos de um composto de
acoplamento covalente usado em um componente de oligonucleotideo
em forma de Y do ligante. Por exemplo, em algumas modalidades, um
reagente brilhantemente marcado tendo um ligante de acido nucleico
em forma de estrela compreende um primeiro componente de
oligonucleotideo que compreende trés ou mais fitas de oligonucleo-
tideo que se estendem a partir de um composto de acoplamento
covalente. Em algumas modalidades, ao menos uma das fitas de
oligonucleotideo esta ligada a um reagente (por exemplo, um nucleosi-
deo polifosfato). Em algumas modalidades, duas ou mais (por
exemplo, 2, 3, 4, 5 ou mais) das fitas de oligonucleotideo do primeiro
componente de oligonucleotideo estdo, cada uma, ligadas a um ou
mais reagentes. Em algumas modalidades, o primeiro componente de
oligonucleotideo € hibridizado com um segundo componente de
oligonucleotideo. Em algumas modalidades, o segundo componente
de oligonucleotideo compreende ao menos uma fita de oligonucleo-
tideo ligada a um marcador luminescente. Em algumas modalidades, o
segundo componente de oligonucleotideo compreende trés ou mais
fitas de oligonucleotideo que se estendem a partir de um composto de
acoplamento covalente. Em algumas modalidades, duas ou mais (por

exemplo, 2, 3, 4, 5 ou mais) das fitas de oligonucleotideo do segundo
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componente de oligonucleotideo estdo, cada uma, ligadas a um
marcador luminescente.

[00123] Em alguns aspectos, os reagentes brilhantemente marca-
dos da descricdo compreendem um ligante de acido nucleico tendo um
nucleo tetraédrico. Como ilustrado pela estrutura exemplificativa da
Figura 6C, um nucleo tetraédrico refere-se a um composto de acopla-
mento covalente de quatro vias que promove um arranjo espacial
simetricamente restrito de um ou mais marcadores luminescentes e
um ou mais nucleosideos polifosfatos. A Figura 6D representa um
exemplo de um esquema de reacao que pode ser usado para
sintetizar a estrutura exemplificativa mostrada na Figura 6C. Em
algumas modalidades, um nucleo tetraédrico € considerado para uso
em combinagdo com qualquer uma de uma ou mais das estratégias de
projeto de reagentes brilhantemente marcados descritos aqui. Como
um exemplo, os beneficios simetricamente restritos fornecidos por um
nucleo tetraédrico foram implementados com juncdes de trés vias aqui
descritas para gerar o reagente brilhantemente marcado mostrado na
Figura 6E. Como mostrado, em algumas modalidades, a ligagdo de um
marcador luminescente a uma jungao de trés vias ou préximo dela
pode fornecer vantajosamente um efeito estérico, como descrito em
outras partes deste documento.

[00124] Em algumas modalidades, a descricdo considera outras
configuragdes simetricamente restritas usando acopladores quimicos
de nucleo que permitem o acoplamento simétrico. Em algumas
modalidades, por exemplo, um reagente brilhantemente marcado
compreende um nucleo a base de ciclodextrina. Um esquema sintético
exemplificativo para gerar um ligante de acido nucleico a base de
ciclodextrina com juncdes de trés vias € mostrado na Figura 7. Uma
estrutura exemplificativa de um composto de acoplamento de

ciclodextrina € fornecida na Tabela 1, juntamente com exemplos de
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[00125] Como descrito neste documento, em algumas modalidades,
marcadores luminescentes e/ou reagentes podem ser ligados a um
ligante de acido nucleico através de um espagador. Em algumas
modalidades, o espacador se liga a uma fita de oligonucleotideo do
ligante de acido nucleico em um sitio de ligacdo. Em algumas
modalidades, o sitio de ligagdo ocorre em um sitio terminal na fita de
oligonucleotideo (por exemplo, na extremidade 5’ ou 3’). Exemplos de
sitios de ligagao terminais sdo fornecidos no presente pedido, por
exemplo, como mostrado nas Figuras 3C, 3E, 4C, 6B, 6C, 8, 9 e 10
(acoplamento terminal de nucleotideos) e nas Figuras 5B, 9 e 10
(acoplamento terminal de marcadores luminescentes). Em algumas
modalidades, o sitio de ligagdo ocorre em um sitio abasico dentro da
fita de oligonucleotideo (por exemplo, em um sitio que carece, mas é
adjacente aos nucleotideos). Exemplos de sitios de ligacdo abasicos
sao fornecidos no presente pedido, por exemplo, como mostrado nas
Figuras 3C, 3E, 6B, 6C e 8 (acoplamento abasico de marcadores
luminescentes). Em algumas modalidades, o sitio de ligagao ocorre
em um sitio basico na fita de oligonucleotideo (por exemplo, ligado a
um nucleotideo, tal como a nucleobase, acucar ou fosfato de um
nucleotideo na fita). Exemplos de sitios de ligagdo basicos séo
fornecidos no presente pedido, por exemplo, como mostrado nas
Figuras 4C e 8 (acoplamento basico de marcadores luminescentes).

[00126] Em algumas modalidades, um espacador compreende uma
pluralidade de nucleotideos de timidina. Em algumas modalidades, o
espacador compreende um espacador ramificado, por exemplo, um
espagador de timidina ramificado. Em algumas modalidades, o
espacador ramificado compreende um espacador de timidina
ramificado. Por exemplo, em algumas modalidades, cada nucleosideo
polifosfato compreende um espacgador de timidina de formula Nu — T

(T)hT — R, em que Nu representa um nucleosideo polifosfato, T
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representa um nucleotideo de timidina, n € um numero inteiro com um
valor entre 1 e 30, e R representa um ponto de convergéncia
conectando um ou mais nucleosideos polifosfatos adicionais. Em
algumas modalidades, o ponto de convergéncia € ainda ligado
diretamente a uma fita de oligonucleotideo do acido nucleico. Em
algumas modalidades, o ponto de convergéncia é adicionalmente
acoplado indiretamente a fita de oligonucleotideo, por exemplo,
através de outros ligantes de timidina e/ou outros pontos de
convergéncia. Um exemplo de um espacador de timidina ramificado é
mostrado na Figura 5B, que descreve dois nucleosideos polifosfatos
tendo espacgadores de timidina e um ponto de convergéncia que €&
adicionalmente ligado diretamente a uma fita de oligonucleotideo.
[00127] Em algumas modalidades, um espagador contém um ou
mais pontos de divergéncia de modo que dois ou mais (por exemplo,
2,3,4,5, 6,7, 8,9, 10 ou mais) nucleosideos polifosfatos estejam
conectados a cada marcador luminescente, dois ou mais (por
exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais) marcadores luminescentes
estejam conectados a cada nucleosideo polifosfato, ou dois ou mais
(por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais) nucleosideos
polifosfatos estejam conectados a dois ou mais (por exemplo, 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9, 10 ou mais) marcadores luminescentes.

[00128] Em algumas modalidades, o espacador € acoplado a um
sitio terminal em uma fita de oligonucleotideo de um ligante de acido
nucleico. Em algumas modalidades, um marcador luminescente e/ou
um reagente € acoplado na extremidade 5 ou 3’ de uma fita de

oligonucleotideo através do espagador genérico mostrado abaixo:
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onde % € um marcador luminescente (ou, em uma modalidade
alternativa, um reagente); m>1;n>1;em+n < 10.

[00129] Em algumas modalidades, o espacador € acoplado a um
sitio abasico interno dentro de uma fita de oligonucleotideo de um
ligante de acido nucleico. Em algumas modalidades, um marcador
luminescente e/ou um reagente € acoplado em um local abasico

interno em uma fita de oligonucleotideo através do espacador genérico

e §

()
"%

mostrado abaixo:

onde 71:% € um marcador luminescente (ou, em uma modalidade
alternativa, um reagente); n > 1; e X = CH2 ou O.

[00130] Exemplos de espacadores para acoplamento de marcador
luminescente (por exemplo, através de sitios terminais, abasicos
internos ou basicos) sédo fornecidos na Tabela 2 e mostrados abaixo.
Embora as estruturas do espacador possam ser mostradas tendo
marcadores luminescentes, dever-se-ia considerar que, em algumas
modalidades, um reagente pode ser substituido de modo que qualquer
uma das estruturas de espacador aqui fornecidas possa ser usada
para conectar um reagente (por exemplo, um nucleosideo polifosfato)

a um ligante de acido nucleico.
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[00131] Em algumas modalidades, um marcador luminescente e/ou
um reagente € acoplado em um sitio abasico interno em uma fita de
oligonucleotideo através do espagador de glicolamina mostrado

abaixo:

onde 71:% € um marcador luminescente (ou, em uma modalidade
alternativa, um reagente).

[00132] Em algumas modalidades, um marcador luminescente e/ou
um reagente € acoplado em um sitio abasico interno em uma fita de
oligonucleotideo através do espacgador de serinolamina mostrado

abaixo:
o u s
LYY
]

onde 71:% € um marcador luminescente (ou, em uma modalidade
alternativa, um reagente).

[00133] Em algumas modalidades, um marcador luminescente e/ou
um reagente € acoplado em um sitio basico interno em uma fita de

oligonucleotideo através do espagador C6-amino-T mostrado abaixo:
o

BTN,

we) N

w(

onde % € um marcador luminescente (ou, em uma modalidade
alternativa, um reagente).
[00134] Em algumas modalidades, um marcador luminescente e/ou

um reagente € acoplado em um sitio basico interno em uma fita de
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oligonucleotideo através do espagador C2-amino-T mostrado abaixo:

CRRRAN

onde % € um marcador luminescente (ou, em uma modalidade
alternativa, um reagente).

[00135] Em algumas modalidades, um marcador luminescente e/ou
um reagente € acoplado em um sitio basico interno em uma fita de

oligonucleotideo através do espagador C8-alquino-dT mostrado

i3

N) o

abaixo:

NH
N

fa

w()

wi

onde % € um marcador luminescente (ou, em uma modalidade
alternativa, um reagente).

[00136] Em algumas modalidades, um ou mais marcadores lumi-
nescentes e/ou um ou mais reagentes (por exemplo, um ou mais
nucleosideos polifosfatos) podem ser ligados a um ligante de acido
nucleico usando técnicas de acoplamento quimico conhecidas na
técnica. Por exemplo, em algumas modalidades, as técnicas de
quimica de clique (por exemplo, quimica de clique catalisada por
cobre, promovida por tensao, isenta de cobre, etc.) podem ser usadas
para acoplar um ou mais marcadores luminescentes e um ou mais
nucleosideos polifosfatos ao acido nucleico. Em algumas modalidades,
um nucleosideo polifosfato € acoplado a um ligante de acido nucleico

por meio de um dN6P conjugado com azida (por exemplo, dN6P-N3),
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Tabela 2. Exemplos de espacadores de clique

g oo

[00140] Como aqui utilizado, um "ligante de acido nucleico"

geralmente se refere a um acido nucleico que conecta um ou mais

marcadores luminescentes a um ou mais nucleosideos polifosfatos.

Em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico pode

geralmente se referir a um construto com qualquer numero de fitas de
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oligonucleotideos conectadas por meio de ligagao covalente ou por
pareamento de bases (por exemplo, hibridizagdo). Em algumas moda-
lidades, um ligante pode ser alternativamente chamado de um
construto de "nucleo” ou de "base" ao qual diferentes componentes
funcionais (por exemplo, um ou mais marcadores luminescentes, um
ou mais nucleosideos polifosfatos) podem ser conectados. O termo
"construto" €, em algumas modalidades, usado em varios contextos
para geralmente se referir a um ligante, e pode ou nédo abranger os
varios outros componentes descritos aqui (por exemplo, espagador,
marcador, nucleosideo polifosfato, etc.).

[00141] Em algumas modalidades, os ligantes de acido nucleico
aqui descritos ndo estdo ligados a uma particula de material (por
exemplo, ndo estdo ligados a uma particula de material metalico,
magnético, polimérico ou outro). Em algumas modalidades, um ligante
de acido nucleico é uma molécula linear (por exemplo, um acido
nucleico "em forma de bastonete"). Em algumas modalidades, um
ligante de acido nucleico € uma molécula circular. Em algumas
modalidades, um ligante de acido nucleico é de fita simples (por
exemplo, com ou sem estruturas de haste - alga). Em algumas moda-
lidades, um ligante de acido nucleico é de fita dupla (por exemplo, com
ou sem estruturas de haste - alca). Em algumas modalidades, as duas
fitas de um ligante de acido nucleico de fita dupla s&o hibridizadas
(devido a sequéncias complementares) e ndo estdo ligadas covalen-
temente. No entanto, em algumas modalidades, uma ou mais ligagdes
covalentes podem ser introduzidas (por exemplo, usando um ou mais
ligantes quimicos) para conectar covalentemente duas fitas de um
ligante de fita dupla. Em algumas modalidades, um ligante de &cido
nucleico pode incluir uma ou mais porgdes adicionais, como aqui
descrito. Em algumas modalidades, um ligante de acido nucleico inclui

i) uma ou mais porg¢des adicionais dentro ou nas extremidades da
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estrutura de fosfato de acucar, ii) uma ou mais modificagdes (por
exemplo, uma ou mais bases ou agucares modificados) ou uma
combinacgdo de i) e ii). No entanto, em algumas modalidades, um
ligante de acido nucleico nao inclui i), ii) ou qualquer um de i) ou ii).
[00142] Dever-se-ia entender que, no contexto de um ligante de
acido nucleico, um "nucleotideo" ou "nucleosideo polifosfato" acoplado
a ele se refere a um ou mais nucleotideos (por exemplo, nucleosideos
polifosfatos) que estdo configurados para serem incorporados a uma
fita de acido nucleico em crescimento (por exemplo, durante uma
reagao de sequenciamento). Em algumas modalidades, os um ou mais
nucleotideos compreendem um ou mais nucleosideos monofosfatos
ou nucleosideos polifosfatos. Exemplos de nucleosideos polifosfatos
incluem, em algumas modalidades, nucleosideo ou nucleosideos di-
ou trifosfatos com mais de trés 5 fosfatos, tal como nucleosideos
hexafosfatos. Por conseguinte, em algumas modalidades, um
"nucleotideo marcado" refere-se a um nucleosideo polifosfato conec-
tado a um ou mais marcadores luminescentes através de um ligante
do pedido, em que o nucleosideo polifosfato atua como um substrato
para uma enzima polimerase em condi¢cdes de reacao de sintese de
acido nucleico. Em algumas modalidades, o nucleosideo polifosfato
compreende ao menos um grupo difosfato ou um grupo trifosfato que
pode ser acionado por uma enzima polimerase adequada em uma
reacdo de transferéncia de fosforil (por exemplo, transferéncia do o-
fosfato do nucleosideo polifosfato a partir de seu p-fosfato ao grupo 3’
hidroxila de uma fita de acido nucleico crescente).

[00143] Em algumas modalidades, os um ou mais nucleosideos
fosfatos (por exemplo, nucleosideos polifosfatos) podem ser ligados
através de um fosfato terminal a um oligonucleotideo (por exemplo,
uma fita de oligonucleotideo marcada ou ndo marcada) que faz parte

de um ligante do pedido, que pode funcionar como uma molécula de
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protegao que protege uma polimerase contra danos por luz induzidos
por marcador (por exemplo, como descrito em outras partes deste
pedido). Em algumas modalidades de qualquer uma das composi¢oes
ou meétodos descritos neste pedido, uma porgéo fosfato (por exemplo,
uma porcao polifosfato) de um nucleosideo fosfato (por exemplo, de
um nucleosideo polifosfato) inclui um ou mais fosfatos (por exemplo, 1,
2, 3,4, 5 6,7, 8,9, 10 grupos fosfato ou mais) ou variantes dos
mesmos. Por exemplo, em algumas modalidades, uma porgao fosfato
(por exemplo, uma porcao polifosfato) de um nucleosideo fosfato (por
exemplo, de um nucleosideo polifosfato) pode incluir um fosfato éster,
um tioéster, um fosforamidato, uma ligacdo alquil fosfonato, outra
ligacdo adequada, ou mais de uma dessas modificagdes, ou uma
combinagao de duas ou mais delas. Em algumas modalidades, as fitas
marcadas e ndao marcadas de um ligante de &acido nucleico s&o
substancialmente complementares entre si (por exemplo, ao longo do
comprimento de um dominio de dimerizacdo, em que as fitas no
dominio de dimerizacdo podem ter, por exemplo, ao menos 60%, ao
menos 70%, ao menos 75%, ao menos 80%, ao menos 85%, ao
menos 90%, ao menos 95%, ao menos 98%, ao menos 99% ou 100%
complementares entre si).

[00144] Um nucleosideo polifosfato pode ter n grupos fosfato, em
que n € um numero que € maior ou igual a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10.
Exemplos de nucleosideos polifosfatos incluem nucleosideo difosfato e
nucleosideo trifosfato. Um nucleotideo marcado pode ser um
nucleosideo polifosfato marcado com fosfato terminal, de modo que
um fosfato terminal do nucleosideo polifosfato seja acoplado a um
ligante (por exemplo, um ligante de acido nucleico) que compreende
um ou mais marcadores luminescentes, formando assim um nucleosi-
deo polifosfato marcado. Esse marcador pode ser um marcador

luminescente (por exemplo, fluorescente ou quimioluminescente), um
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marcador fluorogénico, um marcador colorido, um marcador cro-
mogénico, um marcador de massa, um marcador eletrostatico, ou um
marcador eletroquimico. Um marcador pode ser acoplado a um fosfato
terminal através de um ligante, tal como um espacador, como aqui
descrito. O ligante (por exemplo, espagador) pode incluir, por exemplo,
ao menos um ou uma pluralidade de grupos hidroxila, grupos sulfidrila,
grupos amino ou grupos haloalquila, que podem ser adequados para
formar, por exemplo, um fosfato éster, um tioéster, um fosforamidato,
ou uma ligacéo alquil fosfonato no fosfato terminal de um nucleotideo
natural ou modificado. Um ligante (por exemplo, um espacgador) pode
ser clivavel de modo a separar um marcador do fosfato terminal, tal
como com o auxilio de uma enzima de polimerizacao. Exemplos de
nucleotideos e ligantes (por exemplo, espacgadores) sao fornecidos na
Patente U.S. No. 7.041.812, que é inteiramente incorporada aqui por
referéncia.

[00145] Um nucleotideo (por exemplo, um nucleosideo polifosfato)
pode compreender qualquer um de uma adenina (A), citosina (C),
guanina (G), timina (T) e uracila (U), ou variantes dos mesmos. Um
nucleotideo (por exemplo, um nucleosideo polifosfato) pode compre-
ender uma nucleobase metilada. Por exemplo, um nucleotideo
metilado pode ser um nucleotideo que compreende um ou mais
grupos metila ligados a nucleobase (por exemplo, ligados diretamente
a um anel da nucleobase, ligados a um substituinte de um anel da
nucleobase). As nucleobases metiladas exemplificativas incluem 1-
metiltimina, 1-metiluracila, 3-metiluracila, 3-metilcitosina, 5-metilcito-
sina, 1-metiladenina, 2-metiladenina, 7-metiladenina, N6-metiladenina,
N6, N6-dimetiladenina, 1-metilguanina, 7-metilguanina, N2-metilgua-
nina e N2, N2-dimetilguanina.

[00146] O termo "acido nucleico", como aqui utilizado, geralmente

se refere a uma molécula compreendendo uma ou mais subunidades
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de acido nucleico. Um acido nucleico pode incluir uma ou mais
subunidades selecionadas a partir de adenina (A), citosina (C), gua-
nina (G), timina (T) e uracila (U), ou variantes dos mesmos. Em alguns
exemplos, um &acido nucleico € acido desoxirribonucleico (DNA) ou
acido ribonucleico (RNA), ou seus derivados. Em algumas modali-
dades, o acido nucleico € um acido nucleico modificado, incluindo,
sem limitagdo, um acido nucleico bloqueado (LNA), um acido nucleico
peptidico (PNA), um acido nucleico ligado a triazol, um acido nucleico
2’-F-modificado, e seus derivados e analogos. Um acido nucleico pode
ser de fita simples ou de fita dupla. Em algumas modalidades, um
acido nucleico geralmente se refere a qualquer polimero de nucleo-
tideos.

[00147] Em algumas modalidades, a descricdo fornece novas
composi¢des para identificar moléculas unicas com base em uma ou
mais propriedades de luminescéncia dessas moléculas. Em algumas
modalidades, uma molécula (por exemplo, um nucleosideo polifosfato
luminescentemente marcado) € identificada com base em seu brilho,
vida util de luminescéncia, espectro de absorcao, espectro de emis-
sao, rendimento quantico luminescente, intensidade de luminescéncia,
ou uma combinagao de duas ou mais. Identificar pode significar atribuir
a identidade molecular exata de uma molécula, ou significar distinguir
ou diferenciar a molécula particular de um conjunto de possiveis
moléculas. Em algumas modalidades, uma pluralidade de moléculas
unicas pode ser distinguida entre si com base em diferentes brilhos,
vidas uteis de luminescéncia, espectro de absorcdo, espectro de
emissao, rendimento quantico luminescente, intensidades de lumi-
nescéncia, ou combinagcdes de duas ou mais das mesmas. Em
algumas modalidades, uma unica molécula € identificada (por
exemplo, distinguida de outras moléculas) expondo a molécula a uma

série de pulsos de luz separados e avaliando o tempo ou outras
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propriedades de cada féton que é emitido a partir da molécula. Em
algumas modalidades, as informacgdes para uma pluralidade de fotons
emitidos sequencialmente a partir de uma unica molécula sao agre-
gadas e avaliadas para identificar a molécula. Em algumas modali-
dades, uma vida util de luminescéncia de uma molécula é determinada
a partir de uma pluralidade de fétons que sao emitidos sequencial-
mente a partir da molécula, e a vida util de luminescéncia pode ser
usada para identificar a molécula. Em algumas modalidades, uma
intensidade de luminescéncia de uma molécula € determinada a partir
de uma pluralidade de fétons que sdao emitidos sequencialmente a
partir da molécula, e a intensidade de luminescéncia pode ser usada
para identificar a molécula. Em algumas modalidades, a vida util de
luminescéncia e a intensidade de luminescéncia de uma molécula séo
determinadas a partir de uma pluralidade de fétons que sado emitidos
sequencialmente a partir da molécula, e a vida util de luminescéncia e
a intensidade de luminescéncia podem ser usadas para identificar a
molécula.

[00148] Por conseguinte, em alguns aspectos do pedido, uma
amostra de reacdo é exposta a uma pluralidade de pulsos de luz
separados e uma série de fétons emitidos € detectada e analisada. Em
algumas modalidades, a série de fotons emitidos fornece informagdes
sobre uma unica molécula que esta presente e que ndo muda na
amostra de reacéo ao longo do tempo do experimento. No entanto, em
algumas modalidades, a série de fotons emitidos fornece informagdes
sobre uma série de moléculas diferentes que estdo presentes em
momentos diferentes na amostra de reagdo (por exemplo, a medida
gue uma reagao ou processo progride).

Marcadores Luminescentes

[00149] Como usado aqui, um "marcador luminescente" € uma

molécula que absorve um ou mais fétons e pode subsequentemente
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emitir um ou mais fétons apés uma ou mais duracdes de tempo. Em
algumas modalidades, o termo pode ser usado para geralmente se
referir a uma por¢cdo ndo reagente de um reagente marcado (por
exemplo, um marcador luminescente pode incluir um fluoréforo e ao
menos uma porgdo de um espacgador). Em algumas modalidades, o
termo refere-se especificamente a molécula que absorve e/ou emite
fétons (por exemplo, o fluoréforo). Em algumas modalidades, o termo
é usado de forma intercambiavel com "molécula luminescente",
dependendo do contexto. Em algumas modalidades, o marcador
luminescente € um fluoréforo (por exemplo, um "corante" ou "corante
fluoréforo”, como aqui utilizado de forma intercambiavel). Em algumas
modalidades, o marcador luminescente € uma molécula a base de
rodamina. Em algumas modalidades, o marcador luminescente € uma
molécula a base de cianina. Em algumas modalidades, o marcador
luminescente € uma molécula a base de BODIPY.

[00150] Tipicamente, o marcador luminescente compreende um
composto aromatico ou heteroaromatico e pode ser um pireno, antra-
ceno, naftaleno, acridina, estilbeno, indol, benzindol, oxazol, carbazol,
tiazol, benzotiazol, fenantridina, fenoxazina, porfirina, quinolina, etidio,
benzamida, cianina, carbocianina, salicilato, antranilato, cumarina,
fluorosceina, rodamina ou outro composto similar. Exemplos de
corantes incluem corantes de xanteno, tal como corantes de
fluoresceina ou rodamina, incluindo 5-carboxifluoresceina (FAM), 2'7’-
dimetoxi-4’5’-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), tetraclorofluorescei-
na (TET), 6-carboxirodamina (R6G), N, N, N’, N’-tetrametil-6-
carboxirodamina (TAMRA), 6-carboxi-X-rodamina (ROX). Exemplos de
corantes também incluem corantes de naftilamina que tém um grupo
amino na posi¢cdo alfa ou beta. Por exemplo, os compostos de
naftilamino incluem 1-dimetilaminonaftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-nafta-

leno sulfonato e 2-p-toluidinil-6-naftaleno sulfonato, acido 5- (2’-ami-



69/101

noetil) aminonaftaleno-1-sulfénico (EDANS). Outros exemplos de
corantes incluem cumarinas, tal como 3-fenil-7-isocianatocumarina;
acridinas, tal como 9-isotiocianatoacridina e acridina laranja; N- (p- (2-
benzoxazolil) fenil) maleimida; cianinas, tal como indodicarbocianina 3
(Cy®3), (22) -2 - [(E) -3- [3- (5-carboxipentil) -1,1-dimetil-6,8-dissul-
fobenzo [e] indol- 3-ium-2-il] prop-2-enilideno] -3-etil-1,1-dimetil-8-
(trioxidanilsulfanil) benzo [e] indol-6-sulfonato (Cy®3.5), 2- {2- [(2,5-
dioxopirrolidin-1-il) oxi] -2-oxoetil} -16,16,18,18-tetrametil-6,7,7a,8a,
9,10,16,18-octa-hidrobenzo [2”, 3”] indolizino [8”, 7”: 5, 6'] pirano [3’,
2. 3,4 pirido [1,2-a] indol-5-ium-14- sulfonato (Cy®3B),
indodicarbocianina 5 (Cy®5), indodicarbocianina 5,5 (Cy®5,5), 3 - (-
carboxi-pentil) -3’-etil-5,5’-dimetiloxacarbocianina (CyA); 1H,5H,11H,
15H-Xanteno [2,3,4-ij: 5,6,7-i'j'] diquinolizin-18-i0, 9- [2 (ou 4) - [[[6-]
2,5-dioxo-1-pirrolidinil) oxi] -6-oxo-hexil] amino] sulfonil]-4 (ou 2)-
sulfofenil]-2,3,6,7,12,13,16,17-octa-hidro- sal interno (TR ou Texas
Red®); Corantes BODIPY®; benzoxazois; estilbenos; pirenos; e
similares.

[00151] Em certas modalidades, o marcador luminescente € um
corante selecionado a partir da Tabela 3. Os corantes listados na
Tabela 3 nao sao limitantes e os marcadores luminescentes do pedido
podem incluir corantes nao listados na Tabela 3. Em certas
modalidades, os marcadores luminescentes de um ou mais nucleo-
tideos luminescentemente marcados sao selecionados a partir da
Tabela 3. Em certas modalidades, os marcadores luminescentes de
quatro ou mais nucleotideos luminescentemente marcados sao
selecionados a partir da Tabela 3.

Tabela 3. Exemplos de Fluoréforos

Fluoréforos

5/6-Carboxirodamina 6G Chromis 678C DyLight® 655-B1
5-Carboxirodamina 6G Chromis 6782 DyLight® 655-B2
6-Carboxirodamina 6G Chromis 770A DyLight® 655-B3
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Fluoréforos

6-TAMRA

Chromis 770C

DyLight® 655-B4

Alexa Fluor® 350

Chromis 800A

DyLight® 662Q

Alexa Fluor® 405

Chromis 800C

DyLight® 675-B1

Alexa Fluor® 430

Chromis 830A

DyLight® 675-B2

Alexa Fluor® 480

Chromis 830C

DyLight® 675-B3

Alexa Fluor® 488 Cy®3 DyLight® 675-B4
Alexa Fluor® 514 Cy®3.5 DyLight® 679-C5
Alexa Fluor® 532 Cy®3B DyLight® 680
Alexa Fluor® 546 Cy®5 DyLight® 683Q
Alexa Fluor® 555 Dyomics-350 DyLight® 690-B1

Alexa Fluor® 568

Dyomics-350XL

DyLight® 690-B2

Alexa Fluor® 594

Dyomics-360XL

DyLight® 696Q

Alexa Fluor® 610-X

Dyomics-370XL

DyLight® 700-B1

Alexa Fluor® 633

Dyomics-375XL

DyLight® 700-B1

Alexa Fluor® 647

Dyomics-380XL

DyLight® 730-B1

Alexa Fluor® 660

Dyomics-390XL

DyLight® 730-B2

Alexa Fluor® 680 Dyomics-405 DyLight® 730-B3
Alexa Fluor® 700 Dyomics-415 DyLight® 730-B4
Alexa Fluor® 750 Dyomics-430 DyLight® 747
Alexa Fluor® 790 Dyomics-431 DyLight® 747-B1
AMCA Dyomics-478 DyLight® 747-B2
ATTO 390 Dyomics-480XL DyLight® 747-B3
ATTO 425 Dyomics-481XL DyLight® 747-B4
ATTO 465 Dyomics-485XL DyLight® 755
ATTO 488 Dyomics-490 DyLight® 766Q
ATTO 495 Dyomics-495 DyLight® 775-B2
ATTO 514 Dyomics-505 DyLight® 775-B3
ATTO 520 Dyomics-510XL DyLight® 775-B4
ATTO 532 Dyomics-511XL DyLight® 780-B1
ATTO 542 Dyomics-520XL DyLight® 780-B2
ATTO 550 Dyomics-521XL DyLight® 780-B3
ATTO 565 Dyomics-530 DyLight® 800
ATTO 590 Dyomics-547 DyLight® 830-B2
ATTO 610 Dyomics-547P1 eFluor® 450
ATTO 620 Dyomics-548 Eosin

ATTO 633 Dyomics-549 FITC

ATTO 647 Dyomics-549P1 Fluorescein
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Fluoréforos

ATTO 647N Dyomics-550 HiLyte™ Fluor 405
ATTO 655 Dyomics-554 HiLyte™ Fluor 488
ATTO 665 Dyomics-555 HiLyte™ Fluor 532
ATTO 680 Dyomics-556 HiLyte™ Fluor 555
ATTO 700 Dyomics-560 HiLyte™ Fluor 594
ATTO 725 Dyomics-590 HiLyte™ Fluor 647
ATTO 740 Dyomics-591 HiLyte™ Fluor 680
ATTO Oxa12 Dyomics-594 HiLyte™ Fluor 750
ATTO Rho101 Dyomics-601XL IRDye® 680LT

ATTO Rho11 Dyomics-605 IRDye® 750

ATTO Rho12 Dyomics-610 IRDye® 800CW
ATTO Rho13 Dyomics-615 JOE

ATTO Rho14 Dyomics-630 LightCycler® 640R
ATTO Rho3B Dyomics-631 LightCycler® Red 610
ATTO Rho6G Dyomics-632 LightCycler® Red 640
ATTO Thio12 Dyomics-633 LightCycler® Red 670
BD Horizon™ V450 Dyomics-634 LightCycler® Red 705
BODIPY® 493/501 Dyomics-635 Lissamine Rhodamine B
BODIPY® 530/550 Dyomics-636 Naftofluoresceina
BODIPY® 558/568 Dyomics-647 Oregon Green® 488

BODIPY® 564/570

Dyomics-647P1

Oregon Green® 514

BODIPY® 576/589

Dyomics-648

Pacific Blue™

BODIPY® 581/591

Dyomics-648P1

Pacific Green™

BODIPY® 630/650 Dyomics-649 Pacific Orange™
BODIPY® 650/665 Dyomics-649P1 PET
BODIPY® FL Dyomics-650 PF350
BODIPY® FL-X Dyomics-651 PF405
BODIPY® R6G Dyomics-652 PF415
BODIPY® TMR Dyomics-654 PF488
BODIPY® TR Dyomics-675 PF505
C55 Dyomics-676 PF532
c7 Dyomics-677 PF546
CAL Fluor® Gold 540 Dyomics-678 PF555P
CAL Fluor® Green 510 Dyomics-679P1 PF568
CAL Fluor® Orange 560 Dyomics-680 PF594
CAL Fluor® Red 590 Dyomics-681 PF610
CAL Fluor® Red 610 Dyomics-682 PF633P
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Fluoréforos

CAL Fluor® Red 615 Dyomics-700 PF647P

CAL Fluor® Red 635 Dyomics-701 Quasar® 570
Cascade® Blue Dyomics-703 Quasar® 670
CF™350 Dyomics-704 Quasar® 705
CF™405M Dyomics-730 Rhoadmine 123
CF™405S Dyomics-731 Rhodamine 6G
CF™488A Dyomics-732 Rhodamine B
CF™514 Dyomics-734 Rhodamine Green
CF™532 Dyomics-749 Rhodamine Green-X
CF™543 Dyomics-749P1 Rhodamine Red
CF™546 Dyomics-750 ROX

CF™555 Dyomics-751 ROX

CF™568 Dyomics-752 Seta™ 375
CF™594 Dyomics-754 Seta™ 470
CF™620R Dyomics-776 Seta™ 555
CF™633 Dyomics-777 Seta™ 632
CF™633-V1 Dyomics-778 Seta™ 633
CF™640R Dyomics-780 Seta™ 650
CF™B40R-V1 Dyomics-781 Seta™ 660
CF™640R-V2 Dyomics-782 Seta™ 670
CF™660C Dyomics-800 Seta™ 680
CF™660R Dyomics-831 Seta™ 700
CF™680 DyLight® 350 Seta™ 750
CF™680R DyLight® 405 Seta™ 780
CF™B80R-V1 DyLight® 415-Co1 Seta™ APC-780
CF™750 DyLight® 425Q Seta™ PerCP-680
CF™770 DyLight® 485-LS Seta™ R-PE-670
CF™790 DyLight® 488 Seta™646
Chromeo™ 642 DyLight® 504Q Seta™u 380
Chromis 425N DyLight® 510-LS Seta™u 425
Chromis 500N DyLight® 515-LS Seta™u 647
Chromis 515N DyLight® 521-LS Seta™u 405
Chromis 530N DyLight® 530-R2 Sulforrodamina 101
Chromis 550A DyLight® 543Q TAMRA

Chromis 550C DyLight® 550 TET

Chromis 550Z DyLight® 554-R0 Texas Red®
Chromis 560N DyLight® 554-R1 TMR
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Fluoréforos

Chromis 570N DyLight® 590-R2 TRITC

Chromis 577N DyLight® 594 Yakima Yellow™
Chromis 600N DyLight® 610-B1 Zenon®

Chromis 630N DyLight® 615-B2 Zy3

Chromis 645A DyLight® 633 Zy5

Chromis 645C DyLight® 633-B1 Zy5.5

Chromis 6452 DyLight® 633-B2 Zy7

Chromis 678A DyLight® 650 Abberior®® Star 635
Square 635 Square 650 Square 660

Square 672 Square 680 Abberior® Star 440SXP
Abberior® Star 470SXP Abberior® Star 488 Abberior® Star 512
Abberior® Star 520SXP Abberior® Star 580 Abberior® Star 600
Abberior® Star 635 Abberior® Star 635P Abberior® Star RED

[00152] Os corantes também podem ser classificados com base no
comprimento de onda de absorbancia maxima ou luminescéncia
emitida. A Tabela 4 fornece exemplos de fluoréforos agrupados em
colunas de acordo com o comprimento de onda aproximado da
absorbancia maxima. Os corantes listados na Tabela 4 n&o séo
limitantes e os marcadores luminescentes do pedido podem incluir
corantes nao listados na Tabela 4. O comprimento de onda maximo
exato da absorbancia ou emissdo pode nao corresponder as faixas
espectrais indicadas. Em certas modalidades, os marcadores
luminescentes de um ou mais nucleotideos luminescentemente marca-
dos sao selecionados a partir do grupo "Vermelho" listado na Tabela 4.
Em certas modalidades, os marcadores luminescentes de um ou mais
nucleotideos luminescentemente marcados sao selecionados a partir
do grupo "Verde" listado na Tabela 4. Em certas modalidades, os
marcadores luminescentes de um ou mais nucleotideos luminescen-
temente marcados sdo selecionados a partir do grupo
"Amarelo/Laranja" listado na Tabela 4. Em certas modalidades, os

marcadores luminescentes de quatro nucleotideos sdo selecionados
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de modo que todos sejam selecionados a partir de um dos grupos
"Vermelho", "Amarelo/Laranja" ou "Verde" listados na Tabela 4. Em
certas modalidades, os marcadores Iluminescentes de quatro
nucleotideos sao selecionados de modo que trés sejam selecionados
a partir de um primeiro dos grupos "Vermelho", "Amarelo/Laranja" e
"Verde" listados na Tabela 4, e o terceiro e o quarto sdo selecionados
a partir de um segundo grupo dos grupos "Vermelho", "Amarelo/
Laranja" e "Verde" listados na Tabela 4. Em certas modalidades, os
marcadores luminescentes de quatro nucleotideos sdo selecionados
de modo que dois sejam selecionados a partir de um primeiro dos
grupos "Vermelho", "Amarelo/Laranja" e "Verde" listados na Tabela 4,
e um terceiro seja selecionado a partir de um segundo grupo dos
grupos "Vermelho", "Amarelo/Laranja" e "Verde" listados na Tabela 4 e

um quarto seja selecionado a partir de um terceiro grupo dos grupos

"Vermelho", "Amarelo/Laranja" e "Verde" listados na Tabela 4.

Tabela 4. Exemplos de fluoréforos por faixa espectral

"Verde" 520 a 570 nm

"Amarelo/Laranja” 570 a 620 nm

5/6-Carboxirodamina 6G

"Vermelho" 620 a 670 nm

Alexa Fluor® 594

Alexa Fluor® 633

6-TAMRA

Alexa Fluor® 610-X

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 532 ATTO 590 Alexa Fluor® 660
Alexa Fluor® 546 ATTO 610 ATTO 633

Alexa Fluor® 555 ATTO 620 ATTO 647

Alexa Fluor® 568 BODIPY® 576/589 ATTO 647N

ATTO 520 BODIPY® 581/591 ATTO 655

ATTO 532 CF™594 ATTO 665

ATTO 542 CF™620R ATTO 680

ATTO 550 Chromis 570N ATTO Rho14
ATTO 565 Chromis 577N BODIPY® 630/650

BODIPY® 530/550

Chromis 600N

BODIPY® 650/665

BODIPY® 558/568 Dyomics-590 CAL Fluor® Red 635
BODIPY® 564/570 Dyomics-591 CF™ 633-V1
CF™514 Dyomics-594 CF™ 640R-V1
CF™532 Dyomics-601XL CF™633
CF™543 Dyomics-605 CF™640R
CF™546 Dyomics-610 CF™640R-V2
CF™555 Dyomics-615 CF™g660C
CF™568 DyLight® 590-R2 CF™660R
Chromis 530N DyLight® 594 CF™680
Chromis 550A DyLight® 610-B1 CF™680R
Chromis 550C DyLight® 615-B2 CF™680R-V1

Chromis 550Z

HiLyte™ Fluor 594

Chromeo™ 642

Chromis 560N

LightCycler®® Red 610

Chromis 630N

Cy®3 PF594 Chromis 645A
Cy®3.5 PF594 Chromis 645A
Cy®3B PF610 Chromis 645C
Dyomics-530 Quasar® 570 Chromis 645Z
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"Verde" 520 a 570 nm "Amarelo/Laranja” 570 a 620 nm "Vermelho" 620 a 670 nm
Dyomics-547 Abberior® Star 580 Cy®5
Dyomics-547P1 Abberior® Star 600 Cy®5.5
Dyomics-548 Dyomics-630
Dyomics-549P1 Dyomics-631
Dyomics-550 Dyomics-632
Dyomics-554 Dyomics-633
Dyomics-555 Dyomics-634
Dyomics-556 Dyomics-635
Dyomics-560 Dyomics-636
DyLight® 521-LS Dyomics-647
DyLight® 530-R2 Dyomics-647P1
DyLight® 543Q Dyomics-648
DyLight® 550 Dyomics-648P1
DyLight® 554-R0 Dyomics-649
DyLight® 554-R1 Dyomics-649P1
HiLyte™ Fluor 532 Dyomics-650
HiLyte™ Fluor 555 Dyomics-651
PF532 Dyomics-652
PF546 Dyomics-654
PF555P DyLight® 633
PF568 DyLight® 633-B1
Seta™ 555 DyLight® 633-B2
Abberior® Star 520SXP DyLight® 650

DyLight® 655-B1

DyLight® 655-B2

DyLight® 655-B3

DyLight® 655-B4

DyLight® 662Q

DyLight® 680

DyLight® 683Q

HiLyte™ Fluor 647

HiLyte™ Fluor 680

LightCycler®® 640R

LightCycler® Red 640

LightCycler® Red 670

PF633P

PF647P

Quasar® 670

Seta™ 632

Seta™ 633

Seta™ 650

Seta™ 660

Seta™ 670

Seta™Tau 647

Square 635

Square 650

Square 660

Abberior® Star 635

Abberior® Star 635P

Abberior® Star RED

[00153] Em certas modalidades, o marcador luminescente pode

compreender um primeiro e um segundo cromoéforo. Em algumas
modalidades, um estado excitado do primeiro cromo6foro € capaz de
relaxamento via transferéncia de energia para o segundo cromoéforo.

Em algumas modalidades, a transferéncia de energia é uma
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transferéncia de energia de ressonancia de Forster (FRET). Tal par
FRET pode ser util para fornecer um marcador luminescente com
propriedades que facilitam a diferenciagdo do marcador dentre uma
pluralidade de marcadores luminescentes. Em certas modalidades, o
par FRET pode absorver energia de excitagdo em uma primeira faixa
espectral e emitir luminescéncia em uma segunda faixa espectral.

[00154] Em algumas modalidades, o marcador luminescente é
acoplado dentro de uma molécula de ligante aqui descrita (por
exemplo, integrada a um ligante oligomérico ou polimérico). A Tabela 5
fornece varios exemplos de fluoréforos compativeis com essa
estratégia de conjugacédo no contexto de uma fita de oligonucleotideo.
Como mostrado, os fluoroforos a base de cianina na Tabela 5 sao
conjugados com uma extremidade 3’ de uma porcéo da primeira fita e
uma extremidade 5 de uma porcdo da segunda fita, de modo que o
préprio fluoréforo faga parte da ligagcdo covalente dentro da fita de
oligonucleotideo (por exemplo, o marcador luminescente é acoplado
sem o0 uso de espacador). Dever-se-ia apreciar que, em algumas
modalidades, esses e outros tipos similares de fluoréforos podem ser
ligados dentro de qualquer classe de estrutura oligomérica ou poli-
mérica. Por exemplo, em algumas modalidades, um fluoréforo é ligado
dentro de um peptideo por conjugacdo a uma extremidade C-terminal
de uma primeira porcao de peptideo e uma extremidade N-terminal de
uma segunda porcdo de peptideo. Em algumas modalidades, uma
unica molécula de ligante compreende dois ou mais fluoréforos
conectados dentro do ligante (por exemplo, dois, trés, quatro, cinco,
seis, ou mais de seis corantes ligados dentro de um unico ligante). Em
algumas modalidades, um ligante compreende um ou mais fluoréforos
ligados dentro do ligante e um ou mais fluoréforos conectados atraves
de um espacgador. Por exemplo, em algumas modalidades, um rea-

gente brilhantemente marcado aqui descrito compreende um ou mais
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Em algumas modalidades, o segundo cromdéforo de um par FRET
emite fétons em uma faixa espectral distinta de uma pluralidade de
outras moléculas luminescentemente marcadas. Em algumas
modalidades, o primeiro croméforo de um par FRET tem uma vida util
de luminescéncia distinta de uma pluralidade de moléculas lumi-
nescentemente marcadas. Em certas modalidades, o par FRET pode
absorver energia de excitacdo em uma faixa espectral distinta de uma
pluralidade de outras moléculas luminescentemente marcadas. Em
certas modalidades, o par FRET pode absorver energia de excitacido
na mesma faixa espectral que uma ou mais dentre uma pluralidade de
outras moléculas luminescentemente marcadas.

[00156] Para reagdes de sequenciamento, certas combinacdes de
reagentes brilhantemente marcados podem ser preferenciais. Em
algumas modalidades, a0 menos um dos reagentes brilhantemente
marcados compreende um corante de cianina ou um analogo do
mesmo. Em algumas modalidades, ao menos um dos reagentes
brilhantemente marcados compreende um corante de rodamina ou um
analogo do mesmo. Em algumas modalidades, cada um de ao menos
dois dos reagentes brilhantemente marcados compreende um corante
de cianina, ou um analogo do mesmo. Em algumas modalidades, cada
um de ao menos dois dos reagentes brilhantemente marcados
compreende um corante de rodamina, ou um analogo do mesmo. Em
algumas modalidades, cada um de ao menos trés dos reagentes
brilhantemente marcados compreende um corante de cianina, ou um
analogo do mesmo. Em algumas modalidades, cada um de ao menos
trés dos reagentes brilhantemente marcados compreende um corante
de rodamina, ou um analogo do mesmo. Em algumas modalidades,
cada um de ao menos quatro dos reagentes brilhantemente marcados
compreende um corante de cianina ou um analogo do mesmo. Em

algumas modalidades, cada um de ao menos quatro dos reagentes
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brilhantemente marcados compreende um corante de rodamina ou um
analogo do mesmo. Em algumas modalidades, cada um dos trés
reagentes brilhantemente marcados compreende um corante cianina,
ou um analogo do mesmo, e um quarto reagente marcado brilhante-
mente compreende um corante de rodamina, ou um analogo do
mesmo. Em algumas modalidades, cada um de dois dos reagentes
brilhantemente marcados compreende um corante de cianina, ou um
analogo do mesmo, e um terceiro e, opcionalmente, um quarto rea-
gente brilhantemente marcado compreende um corante de rodamina,
ou um analogo do mesmo. Em algumas modalidades, cada um de trés
dos reagentes brilhantemente marcados compreende um corante de
rodamina, ou analogo do mesmo, e um terceiro e, opcionalmente, um
quarto reagente brilhantemente marcado compreende um corante de
cianina, ou um analogo do mesmo.

[00157] Como descrito aqui, um marcador luminescente € uma
molécula que absorve um ou mais fotons e pode subsequentemente
emitir um ou mais fétons apés uma ou mais duracdes de tempo. A
luminescéncia da molécula € descrita por varios parametros, incluindo,
entre outros, vida util de luminescéncia, espectros de absorgao,
espectros de emissdo, rendimento quantico luminescente e inten-
sidade de luminescéncia. Os termos absorgao e excitacdo sdo usados
de forma intercambiavel em todo o pedido. Em algumas modalidades,
os termos luminescéncia e emissdo s&o usados de forma inter-
cambiavel. Uma molécula luminescente tipica pode absorver ou sofrer
excitacdo pela luz em multiplos comprimentos de onda. A excitagédo
em certos comprimentos de onda ou dentro de certas faixas espectrais
pode relaxar por um evento de emissao luminescente, enquanto a
excitacdo em certos outros comprimentos de onda ou faixas espectrais
pode n&o relaxar por um evento de emissao luminescente. Em

algumas modalidades, uma molécula luminescente € apenas ade-
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quadamente excitada para luminescéncia em um unico comprimento
de onda ou dentro de uma unica faixa espectral. Em algumas
modalidades, uma molécula luminescente € adequadamente excitada
para luminescéncia em dois ou mais comprimentos de onda ou dentro
de duas ou mais faixas espectrais. Em algumas modalidades, uma
molécula é identificada medindo-se o comprimento de onda do féton
de excitacdo ou do espectro de absorcio.

[00158] O féton emitido a partir de um evento de emissao lumines-
cente sera emitido em um comprimento de onda dentro de uma faixa
espectral de possiveis comprimentos de onda. Tipicamente, o féton
emitido tem um comprimento de onda maior (por exemplo, tem menos
energia ou é deslocado para vermelho) em comparagdo com o
comprimento de onda do féton de excitacdo. Em certas modalidades,
uma molécula é identificada medindo-se o comprimento de onda de
um féton emitido. Em certas modalidades, uma molécula é identificada
medindo-se o comprimento de onda de uma pluralidade de fotons
emitidos. Em certas modalidades, uma molécula é identificada
medindo-se o0 espectro de emissao.

[00159] A vida util de luminescéncia refere-se a duracdo de tempo
entre um evento de excitagcdo e um evento de emissao. Em algumas
modalidades, a vida util de Iluminescéncia € expressa como a
constante em uma equagao de decaimento exponencial. Em algumas
modalidades em que ha um ou mais eventos de pulso que fornecem
energia de excitagao, a duragao do tempo € o tempo entre o pulso e o
evento de emiss&o subsequente.

[00160] A determinagao de uma vida util de luminescéncia de uma
molécula pode ser realizada usando qualquer método adequado (por
exemplo, medindo-se a vida util usando uma técnica adequada ou
determinando-se caracteristicas de emissao dependentes do tempo).

Em algumas modalidades, determinar a vida util de luminescéncia de
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uma molécula compreende determinar a vida util em relagdo a uma ou
mais moléculas (por exemplo, diferentes nucleosideos polifosfatos
luminescentemente marcados em uma reagdo de sequenciamento).
Em algumas modalidades, determinar a vida util de luminescéncia de
uma molécula compreende determinar a vida util em relacdo a uma
referéncia. Em algumas modalidades, determinar a vida util de
luminescéncia de uma molécula compreende medir a vida util (por
exemplo, vida util de fluorescéncia). Em algumas modalidades,
determinar a vida util de luminescéncia de uma molécula compreende
determinar uma ou mais caracteristicas temporais que sao indicativas
da vida util. Em algumas modalidades, a vida util de luminescéncia de
uma molécula pode ser determinada com base na distribuicdo de uma
pluralidade de eventos de emissao (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 eventos de emissao ou mais) ocorrendo em uma ou mais janelas
temporizadas em relagédo a um pulso de excitacdo. Por exemplo, uma
vida util de luminescéncia de uma unica molécula pode ser
diferenciada de uma pluralidade de moléculas com diferentes vidas
uteis de luminescéncia com base na distribuicdo dos tempos de
chegada de fétons medidos em relagéo a um pulso de excitagao.

[00161] Dever-se-ia considerar que uma vida util de luminescéncia
de uma unica molécula é indicativa do tempo dos fétons emitidos apés
a unica molécula atingir um estado excitado e a unica molécula pode
ser distinguida por informagdes indicativas do tempo dos fétons.
Algumas modalidades podem incluir distinguir uma molécula a partir
de uma pluralidade de moléculas com base na vida util de
luminescéncia da molécula medindo-se os tempos associados aos
fétons emitidos pela molécula. A distribuicdo dos tempos pode forne-
cer uma indicacdo da vida util de luminescéncia que pode ser

determinada a partir da distribuicdo. Em algumas modalidades, a unica
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molécula é distinguivel da pluralidade de moléculas com base na
distribuicdo dos tempos, tal como comparando a distribuicdo dos
tempos com uma distribuicdo de referéncia correspondente a uma
molécula conhecida. Em algumas modalidades, um valor para a vida
utii de luminescéncia é determinado a partir da distribuicdo dos
tempos.

[00162] O rendimento quantico luminescente refere-se a fracdo de
eventos de excitagdo em um determinado comprimento de onda ou
dentro de uma determinada faixa espectral que leva a um evento de
emisséo e é tipicamente menor que 1. Em algumas modalidades, o
rendimento quantico luminescente de uma molécula aqui descrita esta
entre O e cerca de 0,001, entre cerca de 0,001 e cerca de 0,01, entre
cerca de 0,01 e cerca de 0,1, entre cerca de 0,1 e cerca de 0,5, entre
cerca de 0,5 e 0,9 ou entre cerca de 0,9 e 1. Em algumas
modalidades, uma molécula ¢é identificada determinando-se ou
estimando-se o rendimento quantico luminescente.

[00163] Como aqui utilizado para unicas moléculas, a intensidade
de luminescéncia refere-se ao numero de fétons emitidos por unidade
de tempo que sdo emitidos por uma molécula que esta sendo excitada
pela entrega de uma energia de excitacdo pulsada. Em algumas
modalidades, a intensidade de luminescéncia refere-se ao numero
detectado de fétons emitidos por unidade de tempo que sado emitidos
por uma molécula que esta sendo excitada pela entrega de uma
energia de excitacdo pulsada, e sdo detectados por um sensor ou
conjunto de sensores especifico.

[00164] A vida util de luminescéncia, o rendimento quantico
luminescente e a intensidade de luminescéncia podem variar para uma
dada molécula em diferentes condicbes. Em algumas modalidades,
uma unica molécula tera uma vida util de luminescéncia observada,

rendimento quantico luminescente ou intensidade de luminescéncia
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diferente do que para um conjunto de moléculas. Em algumas
modalidades, uma molécula confinada em um poc¢co de amostra tera
uma vida util de luminescéncia observada, rendimento quantico
luminescente ou intensidade de luminescéncia diferente do que para
moléculas ndo confinadas em um pogo de amostra. Em algumas
modalidades, um marcador luminescente ou molécula luminescente
ligada a outra molécula tera uma vida util de Iuminescéncia,
rendimento quantico luminescente ou intensidade de luminescéncia
diferente que o marcador luminescente ou molécula luminescente n&o
ligada a outra molécula. Em algumas modalidades, uma molécula que
interage com um complexo macromolecular tera vida util de lumines-
céncia, rendimento quantico luminescente ou intensidade de lumines-
céncia diferente do que uma molécula que ndo interage com um
complexo macromolecular.

[00165] Em certas modalidades, uma molécula luminescente des-
crita no pedido absorve um foton e emite um féton apds uma duracao
de tempo. Em algumas modalidades, a vida util de luminescéncia de
uma molécula pode ser determinada ou estimada medindo-se a
duragao de tempo. Em algumas modalidades, a vida util de lumines-
céncia de uma molécula pode ser determinada ou estimada medindo-
se uma pluralidade de duragdes de tempo para multiplos eventos de
pulso e eventos de emissao. Em algumas modalidades, a vida util de
luminescéncia de uma molécula pode ser diferenciada dentre as vidas
uteis de luminescéncia de uma pluralidade de tipos de moléculas,
medindo-se a duracdo de tempo. Em algumas modalidades, a vida util
de luminescéncia de uma molécula pode ser diferenciada dentre as
vidas uteis de luminescéncia de uma pluralidade de tipos de
moléculas, medindo-se uma pluralidade de duracbes de tempo para
varios eventos de pulso e eventos de emissdao. Em certas modali-

dades, uma molécula ¢é identificada ou diferenciada dentre uma
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pluralidade de tipos de moléculas, determinando-se ou estimando-se a
vida util de luminescéncia da molécula. Em certas modalidades, uma
molécula é identificada ou diferenciada dentre uma pluralidade de tipos
de moléculas, diferenciando-se a vida util de luminescéncia da molé-
cula dentre uma pluralidade de vidas uteis de luminescéncia de uma
pluralidade de tipos de moléculas.

[00166] Em certas modalidades, o evento de emissao luminescente
€ uma fluorescéncia. Em certas modalidades, o evento de emissao
luminescente é uma fosforescéncia. Como aqui utilizado, o termo
luminescéncia abrange todos os eventos luminescentes, incluindo
fluorescéncia e fosforescéncia.

Sequenciamento

[00167] Alguns aspectos do pedido sao uteis para sequenciar
polimeros biologicos, tal como acidos nucleicos e proteinas. Em
alguns aspectos, as composi¢cdes e técnicas descritas no pedido
podem ser usadas para identificar uma série de mondmeros de
nucleotideo ou aminoacido que sao incorporados a um acido nucleico
ou proteina (por exemplo, detectando-se um periodo de tempo de
incorporagao de uma série de mondmeros de nucleotideos ou amino-
acidos marcados). Em algumas modalidades, as composigcbes e
técnicas descritas no pedido podem ser usadas para identificar uma
série de nucleotideos que sio incorporados a um produto de reacgao
de sequenciamento de acido nucleico dependente de modelo
sintetizado por uma enzima polimerase.

[00168] Apds o pareamento de bases entre uma nucleobase de um
acido nucleico alvo e o nucleosideo polifosfato complementar (por
exemplo, dNTP), a polimerase incorpora o dNTP na fita de acido
nucleico recém-sintetizada, formando uma ligacao fosfodiéster entre a
extremidade 3’ hidroxila da fita recém-sintetizada e o alfa fosfato do

dNTP. Em exemplos nos quais o marcador luminescente conjugado ao
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dNTP (por exemplo, através de um ligante do pedido) € um fluoréforo,
sua presenca € sinalizada por excitacdo e um pulso de emisséo é
detectado durante e/ou apdés a etapa de incorporacao. Paro marca-
dores de deteccio (por exemplo, marcadores luminescentes) que séo
conjugados, através de um ligante do pedido, ao fosfato terminal
(gama) do dNTP, a incorporagcdo do dNTP na fita recém-sintetizada
resulta na liberagcdo dos fosfatos beta e gama e do ligante compre-
endendo o marcador de deteccao, que € livre para se difundir no poco
de amostra, resultando em uma diminuicdo na emissdo detectada a
partir do fluoréforo.

[00169] Em certas modalidades, o produto da reacdo de sequen-
ciamento de acido nucleico dependente do modelo ¢é sintetizado em uma
reacdo de sequenciamento realizada por polimerases de acido nucleico
de ocorréncia natural. Em algumas modalidades, a polimerase é uma
variante mutante ou modificada de uma polimerase de ocorréncia natural.
Em algumas modalidades, o produto de sequenciamento de acido
nucleico dependente do modelo compreendera um ou mais segmentos
nucleotidicos complementares a cadeia de acido nucleico do modelo. Em
um aspecto, o pedido fornece um método para determinar a sequéncia
de uma fita de acido nucleico modelo (ou alvo), determinando a
sequéncia da sua fita de acido nucleico complementar.

[00170] O termo "polimerase", como usado aqui, geralmente se
refere a qualquer enzima (ou enzima de polimerizacdo) capaz de
catalisar uma reacdo de polimerizacdo. Exemplos de polimerases
incluem, sem limitagdo, uma polimerase de acido nucleico, uma
transcriptase ou uma ligase. Uma polimerase pode ser uma enzima de
polimerizacdo. As modalidades direcionadas para a extensao de acido
nucleico de molécula unica (por exemplo, para sequenciamento de
acido nucleico) podem usar qualquer polimerase que seja capaz de

sintetizar um acido nucleico complementar a uma molécula de acido
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nucleico alvo. Em algumas modalidades, uma polimerase pode ser
uma DNA polimerase, uma RNA polimerase, uma transcriptase
reversa e/ou uma forma mutante ou alterada de uma ou mais delas.
[00171] Exemplos de polimerases incluem, mas nao estao limitados
a uma DNA polimerase, uma RNA polimerase, uma polimerase
termoestavel, uma polimerase de ocorréncia natural, uma polimerase
modificada, DNA polimerase | de E. coli, DNA polimerase T7, DNA
polimerase T4de bacteriéfago, DNA polimerase 29 (phi29), Taq
polimerase, Tth polimerase, Tli polimerase, Pfu polimerase, Pwo
polimerase, VENT polimerase, DEEPVENT polimerase, EX-Taq poli-
merase, LA-Taq polimerase, Sso polimerase, Poc polimerase, Pab
polimerase, Mth polimerase, ES4 polimerase, Tru polimerase, Tac
polimerase, Tne polimerase, Tma polimerase, Tca polimerase, Tih
polimerase, Tfi polimerase, Platinum Taqg polimerase, Tbr polimerase,
Tfl polimerase, Tth polimerase, Pfuturbo polimerase, Pyrobest polime-
rase, Pwo polimerase, KOD polimerase, Bst polimerase, Sac polime-
rase, fragmento Klenow, polimerase com atividade de 3’ a 5 exonu-
clease, e variantes, produtos modificados e seus derivados. Em
algumas modalidades, a polimerase € uma polimerase de subunidade
unica. Exemplos nao limitantes de DNA polimerases e suas proprie-
dades sdo descritos em detalhes em, entre outros lugares, DNA
Replication 22 edicdo, Kornberg e Baker, W.H. Freeman, Nova lorque,
N.Y (1991).

[00172] Em algumas modalidades, a polimerase € uma polimerase
com alta processabilidade. No entanto, em algumas modalidades, a
polimerase € uma polimerase com processabilidade reduzida. A
processabilidade da polimerase geralmente se refere a capacidade de
uma polimerase incorporar consecutivamente dNTPs em um modelo
de acido nucleico sem liberar o modelo de acido nucleico. Em algumas

modalidades, a polimerase € uma polimerase com baixa atividade de
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5’-3’ exonuclease e/ou 3’-5 exonuclease. Em algumas modalidades, a
polimerase €& modificada (por exemplo, por substituicdo de
aminoacidos) para ter atividade reduzida de 5’-3’ exonuclease e/ou
atividade de 3’-5’ em relagcdo a uma polimerase de ocorréncia natural
correspondente. Outros exemplos nao limitantes de DNA polimerases
incluem DNA polimerase 9° Nm™ (New England Biolabs), e um
mutante P680G da exo-polimerase Klenow (Tuske e outros (2000)
JBC 275 (31): 23759 a 23768). Em algumas modalidades, uma
polimerase com processabilidade reduzida fornece preciséo
aumentada para modelos de sequenciamento contendo uma ou mais
extensdes de repeticdes de nucleotideos (por exemplo, duas ou mais
bases sequenciais do mesmo tipo). Em algumas modalidades, a
polimerase € uma polimerase que tem uma afinidade maior por um
nucleotideo marcado do que por um acido nucleico ndo marcado.
[00173] Em outro aspecto, o pedido fornece métodos de sequen-
ciamento de acidos nucleicos alvo sequenciando uma pluralidade de
fragmentos de acidos nucleicos, em que o acido nucleico alvo
compreende os fragmentos. Em certas modalidades, o método
compreende combinar uma pluralidade de sequéncias de fragmentos
para fornecer uma sequéncia ou sequéncia parcial para o acido
nucleico alvo de origem. Em algumas modalidades, a etapa de
combinacgao é realizada por hardware e software do computador. Os
meétodos descritos neste documento podem permitir que um conjunto
de acidos nucleicos alvo relacionados, tal como um cromossomo ou
genoma integral a ser sequenciado.

[00174] Durante o sequenciamento, uma enzima de polimerizacao
pode se acoplar (por exemplo, anexar) a uma localizagao de iniciagédo
de uma molécula de acido nucleico alvo. A localizacdo de iniciagao
pode ser um iniciador que € complementar a uma porgao da molécula

de acido nucleico alvo. Como uma alternativa, a localizacdo de
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iniciacdo € uma brecha ou corte que é fornecido dentro de um
segmento de fita dupla da molécula de &acido nucleico alvo. Uma
brecha ou corte pode ter de 0 a ao menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
20, 30 ou 40 nucleotideos de comprimento. Um corte pode fornecer
uma quebra em uma fita de uma sequéncia de fita dupla, que pode
fornecer uma localizagdo de iniciagdo para uma enzima de
polimerizagédo, tal como, por exemplo, uma enzima polimerase de
deslocamento de fita.

[00175] Em alguns casos, um iniciador de sequenciamento pode
ser anelado em uma molécula de acido nucleico alvo que pode ou nao
ser imobilizada em um suporte soélido. Um suporte sélido pode
compreender, por exemplo, um pogo de amostra (por exemplo, uma
nanoabertura, uma camara de reagao) em um chip usado para
sequenciamento de acido nucleico. Em algumas modalidades, um
iniciador de sequenciamento pode ser imobilizado em um suporte
solido e a hibridizacdo da molécula de acido nucleico alvo também
imobiliza a molécula de acido nucleico alvo no suporte solido. Em
algumas modalidades, uma polimerase é imobilizada em um suporte
solido e o iniciador soluvel e o acido nucleico alvo entram em contato
com a polimerase. No entanto, em algumas modalidades, um
complexo compreendendo uma polimerase, um acido nucleico alvo e
um iniciador é formado em solucdo e o complexo € imobilizado em um
suporte sélido (por exemplo, via imobilizagcdo da polimerase, iniciador
e/ou acido nucleico alvo). Em algumas modalidades, nenhum dos
componentes em um pogo de amostra (por exemplo, uma nano-
abertura, uma camara de reacao) € imobilizado em um suporte sadlido.
Por exemplo, em algumas modalidades, um complexo compreendendo
uma polimerase, um acido nucleico alvo e um iniciador € formado em
solucao e o complexo nao é imobilizado em um suporte sélido.

[00176] Sob condigdes apropriadas, uma enzima polimerase que
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entra em contato com um iniciador/acido nucleico alvo anelado pode
adicionar ou incorporar um ou mais nucleotideos no iniciador, e os
nucleotideos podem ser adicionados ao iniciador em um modelo de 5’
a 3’, molde-dependente. Essa incorporacdo de nucleotideos em um
iniciador (por exemplo, através da acdo de uma polimerase) pode
geralmente ser chamada de uma reacédo de extensao do iniciador.
Cada nucleotideo pode ser associado a um marcador detectavel que
pode ser detectado e identificado (por exemplo, com base em sua vida
util de luminescéncia e/ou outras caracteristicas) durante a reacao de
extensao de acido nucleico e usado para determinar cada nucleotideo
incorporado no iniciador estendido e, assim, uma sequéncia da
molécula de acido nucleico recém-sintetizada. Por complementaridade
de sequéncia da molécula de acido nucleico recém-sintetizada, a
sequéncia da molécula de acido nucleico alvo também pode ser
determinada. Em alguns casos, o anelamento de um iniciador de
sequenciamento em uma molécula de acido nucleico alvo e a
incorporagao de nucleotideos no iniciador de sequenciamento podem
ocorrer em condicdes de reacao similares (por exemplo, a mesma
temperatura de reagdo ou similar) ou em condi¢gbes de reagao dife-
rentes (por exemplo, diferentes temperaturas de reagdo) Em algumas
modalidades, o sequenciamento por métodos de sintese pode incluir a
presenga de uma populacdo de moléculas de acido nucleico alvo (por
exemplo, cdpias de um acido nucleico alvo) e/ou uma etapa de
amplificagdo do acido nucleico alvo para atingir uma populagéo de
acidos nucleicos alvo. No entanto, em algumas modalidades, o
sequenciamento por sintese € usado para determinar a sequéncia de
uma unica molécula em cada reacdo que esta sendo avaliada (e a
amplificagdo de acido nucleico ndo é necessaria para preparar O
modelo alvo para o sequenciamento). Em algumas modalidades, uma

pluralidade de reacbes de sequenciamento de molécula unica é
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realizada em paralelo (por exemplo, em um unico chip) de acordo com
aspectos do presente pedido. Por exemplo, em algumas modalidades,
uma pluralidade de reacdes de sequenciamento de molécula unica é
realizada em camaras de reacdo separadas (por exemplo, nanoaber-
turas, pogos de amostra) em um unico chip.

[00177] As modalidades sao capazes de sequenciar moléculas
unicas de acido nucleico com alta precisdo e longos comprimentos de
leitura, como uma precisdo de ao menos cerca de 50%, 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,9%, 99,99%,
99,999% ou 99,9999% e/ou comprimentos de leitura maiores ou iguais
a cerca de 10 pares de bases (bp), 50 bp, 100 bp, 200 pb, 300 pb, 400
pb, 500 pb, 1000 pb, 10.000 pb, 20.000 pb, 30.000 pb, 40.000 pb,
50.000 pb ou 100.000 pb. Em algumas modalidades, a molécula de
acido nucleico alvo usada no sequenciamento de molécula unica € um
modelo de &cido nucleico alvo de fita simples (por exemplo, acido
desoxirribonucleico (DNA), derivados de DNA, acido ribonucleico
(RNA), derivados de RNA) que é adicionado ou imobilizado a um poco
de amostra (por exemplo, nanoabertura) contendo ao menos um
componente adicional de uma reagdo de sequenciamento (por
exemplo, uma polimerase tal como uma DNA polimerase, um iniciador
de sequenciamento) imobilizado ou acoplado a um suporte sélido, tal
como as paredes inferiores ou laterais do pogo de amostra. A molécula
de acido nucleico alvo ou a polimerase pode ser acoplada a uma
parede de amostra, tal como nas paredes inferiores ou laterais da
amostra, diretamente ou através de um ligante. O po¢o de amostra
(por exemplo, nanoabertura) também pode conter quaisquer outros
reagentes necessarios para a sintese de acidos nucleicos por meio de
uma reacgao de extensao de iniciador, tal como, por exemplo, tampdes
adequados, cofatores, enzimas (por exemplo, uma polimerase) e

desoxirribonucleosideo polifosfatos dNTPs, tal como, por exemplo,
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desoxirribonucleosideos trifosfatos, incluindo  desoxiadenosina
trifosfato (dATP), desoxicitidina trifosfato (dCTP), desoxiganosina
trifosfato (dGTP), desoxiuridina trifosfato (dUTP), desoxitimidina
trifosfato (dTTP), que incluem marcadores luminescentes, tal como
fluoréforos, que podem ser conectados aos dNTPs por meio de um
ligante do pedido. Em algumas modalidades, cada classe de dNTPs
(por exemplo, dNTPs contendo adenina (por exemplo, dATP), dNTPs
contendo citosina (por exemplo, dCTP), dNTPs contendo guanina (por
exemplo, dGTP), dNTPs contendo uracila (por exemplo, dUTPs) e
dNTPs contendo timina (por exemplo, dTTP)) é conjugada (por
exemplo, através de um ligante do pedido) a um marcador
luminescente distinto, de modo que a deteccdo da luz emitida pelo
marcador indique a identidade do dNTP que foi incorporado no acido
nucleico recém-sintetizado. Um "marcador luminescente distinto" pode,
em algumas modalidades, referir-se a um dNTP que compreende um
marcador luminescente diferente (por exemplo, um fluoréforo
diferente) de outro dNTP. Em algumas modalidades, um marcador
luminescente distinto refere-se a um dNTP que compreende um nume-
ro diferente do mesmo marcador luminescente ou similar a outro
dNTP. Em algumas modalidades, um marcador luminescente distinto
refere-se a um dNTP que compreende uma ou mais propriedades de
luminescéncia que sdo detectavelmente diferentes de outro dNTP. A
luz emitida a partir do marcador luminescente pode ser detectada e
atribuida ao seu marcador luminescente apropriado (e, portanto, ao
dNTP associado) por meio de qualquer dispositivo e/ou método
adequado. O marcador luminescente pode ser conjugado (por
exemplo, através de um ligante do pedido) ao dNTP em qualquer
posi¢ao, de modo que a presenc¢a do marcador luminescente nao iniba
a incorporacao do dNTP na fita do acido nucleico recém-sintetizado ou

na atividade da polimerase. Em algumas modalidades, o marcador
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luminescente é conjugado (por exemplo, através de um ligante do
pedido) ao fosfato terminal (por exemplo, o gama fosfato) do dNTP.
[00178] Em algumas modalidades, o modelo de acido nucleico alvo
de fita simples pode entrar em contato com um iniciador de
sequenciamento, dNTPs, polimerase e outros reagentes necessarios
para a sintese de acidos nucleicos. Em algumas modalidades, todos
os dNTPs apropriados podem entrar em contato com o modelo de
acido nucleico alvo de fita simples simultaneamente (por exemplo,
todos os dNTPs estdo presentes simultaneamente), de modo que a
incorporagcao de dNTPs possa ocorrer continuamente. Em outras
modalidades, os dNTPs podem entrar em contato com o modelo de
acido nucleico alvo de fita simples sequencialmente, onde o modelo de
acido nucleico alvo de fita simples é colocado em contato com cada
dNTP apropriado separadamente, com etapas de lavagem entre o
contato do modelo de acido nucleico alvo de fita simples com dNTPs
diferentes. Esse ciclo de contato do modelo de acido nucleico alvo de
fita simples com cada dNTP separadamente seguido de lavagem pode
ser repetido para cada posicdo base sucessiva do modelo de acido
nucleico alvo de fita simples a ser identificado.

[00179] Em algumas modalidades, o iniciador de sequenciamento
anela com o modelo de acido nucleico alvo de fita simples e a
polimerase incorpora consecutivamente os dNTPs (ou outro nucleo-
sideo polifosfato) ao iniciador com base no modelo de acido nucleico
alvo de fita simples. O marcador luminescente exclusivo associado a
cada dNTP incorporado pode ser excitado com a luz de excitacdo
apropriada durante ou apos a incorporagcdo do dNTP ao iniciador e a
sua emissao pode ser detectada subsequentemente, usando qualquer
dispositivo e/ou método adequado. A deteccdo de uma emissio de luz
particular (por exemplo, tendo uma vida util de emissao, intensidade,

espectro particular e/ou combinacdo dos mesmos) pode ser atribuida a
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um dNTP particular incorporado. A sequéncia obtida a partir da
colecdo de marcadores luminescentes detectados pode entdo ser
usada para determinar a sequéncia do modelo de acido nucleico alvo
de fita simples via complementaridade de sequéncia.

[00180] Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece
meétodos e composigdes que podem ser vantajosamente utilizados nas
tecnologias descritas nos Pedido de Patente U.S. copendente. Nos.:
14/543.865, 14/543.867, 14/543.888, 14/821.656, 14/821.686,
14/821.688, 15/161.067, 15/161.088, 15/161.125, 15/255.245,
15/255.303, 15/255.624, 15/261.697, 15/261.724, 15/600.979,
15/846.967, 15/847.001, 15/971.493, 62/289.019, 62/296.546,
62/310.398, 62/339.790, 62/343.997, 62/344.123 e 62/426.144, cujo
conteudo de cada um deles é incorporado aqui por referéncia.

Kits

[00181] Em ainda outros aspectos, o pedido fornece kits para
sequenciar um acido nucleico modelo. Em algumas modalidades, um
kit compreende uma pluralidade de tipos de nucleotideos luminescen-
temente marcados, como aqui descrito. Em algumas modalidades,
cada tipo de nucleotideo marcado compreende dois ou mais marca-
dores luminescentes ligados a um ou mais nucleosideo polifosfato por
meio de um ligante de acordo com o pedido. Em algumas modalida-
des, a pluralidade de nucleotideos € selecionada a partir dos nucleo-
tideos marcados representados nas Figuras 3A-3C, 3E-3G, 4A-4C,
5A-5B, 6A-6C e 8-10. Por exemplo, em algumas modalidades, a
pluralidade de nucleotideos € projetada de acordo com as estruturas
mostradas na Figura 3G. Em algumas modalidades, a pluralidade de
nucleotideos € projetada de acordo com as estruturas mostradas na
Figura 3B (306), na Figura 3B (308) e na Figura 5A (502). Em algumas
modalidades, o kit compreende ainda uma enzima de polimerizacao

(por exemplo, uma DNA polimerase, como aqui descrito em outro
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lugar). Em algumas modalidades, o kit compreende ainda um iniciador
complementar ao acido nucleico modelo que esta sendo sequenciado.
[00182] Em alguns aspectos, o pedido fornece misturas de reacao
compreendendo um ou mais dos reagentes brilhantemente marcados
descritos aqui. Em algumas modalidades, a mistura de reagdo compre-
ende uma mistura adicionada a uma reacdo de sequenciamento. Em
algumas modalidades, a mistura de reagdo inclui uma enzima de
polimerizacdo. Em algumas modalidades, a enzima de polimerizagao é
configurada para ser imobilizada em um suporte sélido (por exemplo, o
fundo de um pogo de amostra, como descrito em outro lugar neste
documento). Em algumas modalidades, a mistura de reacao
compreende um acido nucleico modelo a ser sequenciado. Em algumas
modalidades, a mistura de reagao compreende um iniciador comple-
mentar a uma porcdo do acido nucleico modelo. Em algumas
modalidades, a mistura de reagdo compreende um ou mais compo-
nentes necessarios para iniciar uma reacdao de sequenciamento (por
exemplo, um ion de metal divalente, tal como magnésio ou ferro). Em
algumas modalidades, a mistura de reacdo compreende um ou mais
componentes necessarios para estabilizar uma reagcdo de sequencia-
mento (por exemplo, um ou mais agentes tamp&o, um ou mais agentes
de reducgéo, etc.).

EXEMPLOS

Exemplo 1: Estratégias de acoplamento de corantes com ligantes de

acidos nucleicos

[00183] Varias tecnologias de sequenciamento de proxima geracao
implementam componentes de reacao marcados. Por exemplo,
nucleotideos marcados com corante podem ser usados para fazer
chamadas de base especificas durante eventos de incorporacdo com
base na detecgdo ou observacdo de propriedades de luminescéncia

unicas correspondentes a cada tipo de base. Essas propriedades, tal
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como vida util e intensidade, devem, portanto, ser prontamente
identificaveis para cada base entre um conjunto. Os esforgos iniciais
para aumentar a intensidade de fluorescéncia dos nucleotideos
marcados revelaram que o brilho de um nucleotideo marcado com
corante foi aumentado quando uma segunda molécula de corante foi
adicionada ao construto. No entanto, a vida util de fluorescéncia
diminuiu visivelmente em relagdo a variante marcada individualmente.
No desenvolvimento de nucleotideos marcados melhorados, os acidos
nucleicos foram investigados como estruturas de nucleo para ligar
corantes fluorescentes a nucleotideos.

[00184] Uma fonte potencial de vida util de fluorescéncia alterada
em nucleotideos multiplamente marcados € a extensao da interacao
entre moléculas de corante do mesmo construto, o que pode resultar
em um efeito de complexacéo. Esta possibilidade foi explorada ainda
mais através da geragao dos nucleotideos marcados com corante
mostrados na Figura 8. Duas moléculas de corante (DyLight 530R2)
foram conectadas a um nucleosideo polifosfato através de um ligante
de acido nucleico. Uma fita de oligonucleotideo n&o marcada foi
hibridizada com a fita de oligonucleotideo marcada para conferir rigidez
no ligante de acido nucleico. Um primeiro construto 800 foi feito usando
espacadores C6-amino-T para acoplamento de corante ao acido
nucleico, e um segundo construto 802 foi feito usando espagadores de
glicolamina para acoplamento de corante.

[00185] A analise do primeiro construto revelou uma vida util de
fluorescéncia de aproximadamente 1,4 ns, enquanto o segundo
construto exibiu uma vida util de aproximadamente 3,5 ns. O aumento
medido na vida util com o segundo construto foi atribuido ao uso de
espacadores relativamente mais curtos para acoplamento de corante
em comparagao com o primeiro construto. Como mostrado na Figura

8, os espacadores C6-amino-T do primeiro construto sdo de maior
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comprimento que o0s espacadores de glicolamina do segundo
construto. Uma explicagdo possivel para a vida util aprimorada do
segundo construto € que o comprimento menor do espagador diminuiu
as interagdes corante - corante, limitando a extensdo na qual as faixas
de movimento dos corantes acoplados se sobrepdem.

Exemplo 2: Maior rigidez do ligante prolonga a vida util de fluores-

céncia

[00186] Apds observagcbes de que o comprimento do espacador
pode afetar a vida util de fluorescéncia, potencialmente devido a
sobreposicado espacial de corantes, pensava-se que um arranjo
simétrico de corantes em uma molécula multiplamente marcada pode-
ria ter efeitos similares. Um ligante de acido nucleico em forma de Y foi
gerado e é mostrado na Figura 9. O construto inicial tinha trés fitas de
oligonucleotideo covalentemente ligadas através do ligante ramificado
mostrado. Cada um das duas fitas foi conectada terminalmente a uma
molécula de corante (Chromis 530N), enquanto a terceira fita foi
conectada terminalmente a um nucleosideo polifosfato. A terceira fita
foi ainda hibridizada com uma fita ndo marcada para conferir rigidez
entre o nucleosideo polifosfato e a regido marcada. Uma segunda
versao deste construto foi gerada por hibridizagdo com o componente
de oligonucleotideo 902, que hibridiza com a primeira e a segunda fita.
[00187] A analise do construto inicial revelou uma vida util de
fluorescéncia de aproximadamente 2,3 ns, enquanto o construto tendo
o componente de oligonucleotideo adicional 902 exibiu uma vida util
de aproximadamente 4,2 ns. Uma explicacdo potencial para o
aumento medido na vida util com o ultimo construto € que o compo-
nente de oligonucleotideo 902 confere rigidez na regido marcada. A
rigidez aumentada poderia promover a separagdo do corante,
restringindo cada corante a uma faixa de movimento mais limitada.

Exemplo 3: Efeitos do comprimento do espacador de corante nas
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configuracoes do ligante restrito

[00188] As configuracbes de ligantes geometricamente restritas
foram posteriormente desenvolvidas através da geragao do construto
marcado com corante tris mostrado na Figura 10. Como mostrado, a
porcdo do ligante de acido nucleico inclui trés componentes de
oligonucleotideo principais. O primeiro componente incluiu quatro fitas
de oligonucleotideo acopladas covalentemente através do ligante
ramificado de quatro vias mostrado. Cada uma dessas trés destas fitas
foi ligada terminalmente a uma molécula de corante (AttoRho6G),
enquanto a quarta fita foi hibridizada com um segundo componente de
oligonucleotideo. O segundo componente de oligonucleotideo foi
conectado terminalmente a dois nucleosideo polifosfatos por meio do
ligante ramificado mostrado. O terceiro componente de oligonu-
cleotideo, que incluia trés fitas de oligonucleotideo ligadas covalente-
mente por meio do ligante ramificado mostrado, foi hibridizado com os
trés fitas marcadas com corante do primeiro componente para conferir
rigidez na regiao marcada. Dois construtos com corante tris separados
com diferentes comprimentos de espacador foram gerados de acordo
com a area em caixa mostrada na Figura 10.

[00189] O primeiro construto de nucleotideo marcado com corante
tris tendo um espacador mais longo (ver Figura 10, area em caixa,
superior) mostrou um triplo na intensidade da fluorescéncia em relagao
a um construto de nucleotideo marcado com um corante. Além disso,
observou-se que a vida util foi levemente reduzida quando comparada
a um construto de nucleotideo com dois corantes, com a mesma
molécula de corante (ndo mostrada). As medigdes obtidas para o
segundo construto de nucleotideo marcado com corante tris tendo um
espacador mais curto (ver Figura 10, area em caixa, inferior) mostra-
ram um ligeiro aumento na vida util de fluorescéncia em relagdo ao

primeiro construto marcado com corante tris.
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[00190] Os nucleotideos marcados com corante tris anteriores
produziram varias vidas uteis durante as reagdes de sequenciamento, o
que se pensava ser o resultado de dois corantes interagindo para
produzir uma primeira vida util, enquanto o corante n&o interagindo
produzia uma segunda vida util. De forma importante, apenas uma
Unica vida util foi observada para qualquer molécula marcada com
corante tris mostrada na Figura 10 durante as reagdes de sequencia-
mento.

EQUIVALENTES E ESCOPO

[00191] Embora varias modalidades da invencdo tenham sido

descritas e ilustradas neste documento, aqueles versados na técnica
vislumbram prontamente uma variedade de outros meios e/ou estru-
turas para desempenhar a funcdo e/ou obter os resultados e/ou uma
ou mais das vantagens aqui descritas e cada uma dessas variagcoes
e/ou modificagdes é considerada como estando dentro do escopo das
modalidades da invencao aqui descritas. De um modo mais geral, os
versados na técnica apreciarao prontamente que todos os parametros,
dimensdes, materiais e configuragdes aqui descritos devem ser exem-
plificativos e que os parametros, dimensdes, materiais e/ou configu-
racoes reais dependerdo da aplicacdo ou aplicacdes especificas para
as quais os ensinamentos da inveng¢ao sao usados. Os versados na
técnica reconhecerdo, ou serao capazes de verificar, usando ndo mais
do que experimentacao de rotina, muitos equivalentes as modalidades
especificas da invencado aqui descritas. Entende-se, portanto, que as
modalidades anteriores sao apresentadas apenas a titulo de exemplo
e que, dentro do escopo das reivindicagdbes em anexo e equivalentes,
as modalidades da invencido podem ser praticadas de outra forma que
nao como especificamente descrito e reivindicado. As modalidades da
invencido da presente descricdo sao direcionadas a cada recurso,

sistema, artigo, material, kit e/ou método individual aqui descrito. Além
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disso, qualquer combinacao de dois ou mais desses recursos, siste-
mas, artigos, materiais, kits e/ou métodos, se tais recursos, sistemas,
artigos, materiais, kits e/ou métodos nao forem mutuamente inconsis-
tentes, esta incluida no escopo da invengao da presente descricio.
[00192] Todas as definicdes, conforme aqui definidas e usadas,
devem ser entendidas como controlando sobre as definicbes de
dicionario, definicbes em documentos incorporados por referéncia,
e/ou significados comuns dos termos definidos.

[00193] Todas as referéncias, patentes e pedidos de patente aqui
descritos sdo incorporados por referéncia no que diz respeito ao
assunto para o qual cada um é citado, o que em alguns casos pode
abranger a totalidade do documento.

[00194] Os artigos indefinidos "um" e "uma", conforme aqui utiliza-
dos na especificagdo e nas reivindicagdes, a menos que claramente
indicado o contrario, devem ser entendidos como "ao menos um".
[00195] A frase "e/ou", conforme usada aqui na especificacdo e nas
reivindicagdes, deve ser entendida como significando "um ou ambos"
os elementos combinados, isto é, elementos que estdo conjuntamente
presentes em alguns casos e disjuntivamente presente em outros
casos. Varios elementos listados com "e/ou" devem ser interpretados
da mesma maneira, isto €, "um ou mais" dos elementos combinados.
Outros elementos podem opcionalmente estar presentes, exceto os
elementos especificamente identificados pela clausula "e/ou", se
relacionados ou néo a esses elementos especificamente identificados.
Assim, como um exemplo nao limitante, uma referéncia a "A e/ou B",
quando usada em conjunto com linguagem aberta como "compreen-
dendo", pode se referir, em uma modalidade, apenas a A (opcional-
mente incluindo elementos que nao B); em outra modalidade, apenas
a B (opcionalmente incluindo elementos que ndo A); em ainda outra

modalidade, a A e B (incluindo opcionalmente outros elementos); etc.
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[00196] Conforme usado aqui na especificagdo e nas reivindica-
cbes, "ou" deve ser entendido como tendo o mesmo significado que
"e/ou" como definido acima. Por exemplo, ao separar itens em uma
lista, "ou" ou "e/ou" devem ser interpretados como inclusivos, ou seja, a
inclusdo de ao menos um, mas também incluindo mais de um, de um
numero ou lista de elementos, e, opcionalmente, itens nio listados
adicionais. Somente termos claramente indicados ao contrario, tal como
"apenas um de" ou "exatamente um de" ou, quando usados nas
reivindicagdes, "consistindo de", se referirdo a inclusdo de exatamente
um elemento de um numero ou lista de elementos. Em geral, o termo
"ou", conforme usado neste documento, deve ser interpretado apenas
como indicando alternativas exclusivas (ou seja, "um ou outro, mas néo
ambos") quando precedido por termos de exclusividade, como

"qualquer um", "um de", " apenas um de" ou "exatamente um de".
"Consistindo essencialmente de", quando usado nas reivindicacoes,
tera seu significado comum, conforme usado no campo do direito de
patentes.

[00197] Como usado aqui na especificacdo e nas reivindicacdes, a
frase "ao menos um", em referéncia a uma lista de um ou mais
elementos, deve ser entendida como significando ao menos um
elemento selecionado a partir de qualquer um ou mais dos elementos
na lista de elementos, mas ndo necessariamente incluindo ao menos
um de cada elemento listado especificamente na lista de elementos e
nao excluindo nenhuma combinagcdao de elementos na lista de
elementos. Essa definicdo também permite que elementos podem
opcionalmente estar presentes, além dos elementos especificamente
identificados na lista de elementos a que a frase "ao menos um" se
refere, relacionada ou ndo a esses elementos especificamente identi-
ficados. Assim, como um exemplo n&o limitante, "ao menos um de A e

B" (ou, equivalentemente, "ao menos um de A ou B" ou, equivalen-
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temente, "ao menos um de A e/ou B") pode se referir, em uma
modalidade, a ao menos um, incluindo opcionalmente mais de um, A,
sem B presente (e opcionalmente incluindo elementos que ndo B); em
outra modalidade, a ao menos um, incluindo opcionalmente mais de
um, B, sem A presente (e opcionalmente incluindo elementos que néo
A); em ainda outra modalidade, a a0 menos um, incluindo opcional-
mente mais de um, A e ao menos um, incluindo opcionalmente mais
de um, B (e opcionalmente incluindo outros elementos); etc.

[00198] Dever-se-ia entender também que, a menos que seja
claramente indicado ao contrario, em qualquer método aqui reivindi-
cado que inclua mais de uma etapa ou agao, a ordem das etapas ou
acdes do método nio esta necessariamente limitada a ordem na qual
as etapas ou acdes do método sao citadas.

[00199] Nas reivindicacbes, bem como na especificacdo acima,
todas as frases de transicdo, tal como "compreendendo", "incluindo",
"transportando”, "tendo", "contendo", "envolvendo", "retendo", "com-
posto de" e similares devem ser entendidas como abertas, ou seja,
como incluindo, mas nao se limitadas. Somente as frases de transi¢ao
"consistindo de" e "consistindo essencialmente de" devem ser frases de
transicdo fechadas ou semifechadas, respectivamente, conforme
estabelecido no United States Patent Office Manual of Patent Examining
Procedures, Secdo 2111.03. Dever-se-ia apreciar que as modalidades
descritas neste documento usando uma frase de transicdo em aberto
(por exemplo, "compreendendo") também sao consideradas, em
modalidades alternativas, como "consistindo de" e "consistindo essen-
cialmente de" o recurso descrito pelo frase de transicido aberta. Por
exemplo, se a descricao descreve "uma composicado compreendendo A
e B", a descricdo também considera as modalidades alternativas "uma
composicao consistindo de A e B" e "uma composicido consistindo

essencialmente de A e B".
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REIVINDICAGOES

1. Nucleotideo marcado, compreendendo um nucleotideo
conectado a dois ou mais marcadores luminescentes por meio de um
ligante, caracterizado pelo fato de que cada marcador luminescente
esta a0 menos 5 angstroms separado de qualquer outro marcador
luminescente.

2. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que cada marcador luminescente compre-
ende um centro de massa que esta ao menos 5 angstroms separado do
centro de massa de qualquer outro marcador luminescente.

3. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que um ou mais
marcadores luminescentes sao acoplados ao ligante através de uma
molécula espagadora que compreende ao menos 8 atomos contiguos
entre o marcador luminescente e um sitio de ligagao no ligante.

4. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagéo 3,
caracterizado pelo fato de que a molécula espacadora compreende
menos de 50, menos de 40, menos de 30 ou menos de 20 atomos
contiguos entre o marcador luminescente e o sitio de ligagcao no ligante.

5. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que um ou mais
marcadores luminescentes sao integrados no ligante.

6. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o ligante é
um oligdmero que compreende ao menos 10 unidades monomeéricas.

7. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagao 6,
caracterizado pelo fato de que o oligbmero compreende menos de 150,
menos de 100 ou menos de 50 unidades monoméricas.

8. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 6 a 7, caracterizado pelo fato de que um ou mais
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marcadores luminescentes sao acoplados ao ligante em um sitio de
ligacdo que esta ao menos 5 unidades monoméricas separado de qual-
quer outro sitio de ligagao.

9. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o ligante é
um acido nucleico.

10. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicacao 9,
caracterizado pelo fato de que o acido nucleico compreende DNA, RNA,
PNA, LNA ou um derivado do mesmao.

11. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que o ligante € um
peptideo.

12. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicacao 11,
caracterizado pelo fato de que o peptideo é restrito em conformacéao via
ciclizacdo e/ou modificagao de poliprolina.

13. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que o ligante é um
polissacarideo.

14. Nucleotideo marcado, compreendendo um nucleotideo
conectado a dois ou mais marcadores luminescentes por meio de um
ligante, caracterizado pelo fato de que o ligante € um acido nucleico
compreendendo uma primeira fita de oligonucleotideo acoplada aos
dois ou mais marcadores luminescentes em dois ou mais sitios de
ligacdo na primeira fita de oligonucleotideo, e em que cada marcador
luminescente compreende um volume estérico tendo um ponto central
que esta ao menos 5 angstroms separados do ponto central de
qualquer outro marcador luminescente.

15. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagéo 14,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma segunda fita de

oligonucleotideo hibridizada com a primeira fita de oligonucleotideo, em
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qgue a primeira fita de oligonucleotideo esta ligada ao nucleotideo.

16. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagéo 14,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma segunda fita de
oligonucleotideo hibridizada com a primeira fita de oligonucleotideo, em
gue a segunda fita de oligonucleotideo esta ligada ao nucleotideo.

17. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 14 a 16, caracterizado pelo fato de que os dois ou mais
sitios de ligagdo sao separados um do outro por ao menos 5 bases na
primeira fita de oligonucleotideo.

18. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 14 a 17, caracterizado pelo fato de que os dois ou mais
sitios de ligagao sdo separados um do outro por ao menos 5 € menos
de 50 bases na primeira fita de oligonucleotideo.

19. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 14 a 18, caracterizado pelo fato de que cada sitio de
ligacdo € ao menos 2 bases separado de uma guanina ou citosina na
primeira fita de oligonucleotideo.

20. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 14 a 19, caracterizado pelo fato de que ao menos um
sitio de ligacdo ocorre em um sitio abasico na primeira fita de oligo-
nucleotideo.

21. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 14 a 20, caracterizado pelo fato de que ao menos um
sitio de ligacdo ocorre em uma nucleobase na primeira fita de oligo-
nucleotideo.

22. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagao 21,
caracterizado pelo fato de que a nucleobase é selecionada a partir de
uma nucleobase A, T ou U.

23. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 14 a 22, caracterizado pelo fato de que a primeira fita de
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oligonucleotideo forma uma ou mais hastes - al¢as.

24. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagéo 23,
caracterizado pelo fato de que uma regiao de alga de cada haste - alga
compreende um sitio de ligagao dos dois ou mais sitios de ligacao.

25. Nucleotideo marcado de acordo com a reivindicagao 24,
caracterizado pelo fato de que a regido de alca de cada haste - alca
compreende ao menos 4 bases nao pareadas.

26. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 24 a 25, caracterizado pelo fato de que a regido de alga
compreende uma sequéncia com menos de 33% de conteudo de G/C.

27. Nucleotideo marcado, caracterizado pelo fato de que
compreende um nucleotideo conectado a dois ou mais marcadores
luminescentes por meio de um ligante, em que o ligante € um acido
nucleico compreendendo:

uma primeira fita de oligonucleotideo ligada a duas ou mais
fitas de oligonucleotideo ramificadas em uma extremidade terminal do
primeiro oligonucleotideo por meio de um composto de acoplamento
covalente, cada fita de oligonucleotideo ramificada tendo um marcador
luminescente; e

uma segunda fita de oligonucleotideo ligada a um nucleo-
tideo, em que a segunda fita de oligonucleotideo € hibridizada com a
primeira fita de oligonucleotideo.

28. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicagao 27,
caracterizado pelo fato de que cada fita de oligonucleotideo ramificada
€ ainda hibridizada com uma fita de oligonucleotideo ramificada com-
plementar.

29. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 27 a 28, caracterizado pelo fato de que o composto de

acoplamento covalente é de uma estrutura:
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31. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o marcador
luminescente é um corante fluorescente.

32. Nucleotideo marcado, de acordo com a reivindicacéo 31,
caracterizado pelo fato de que o corante fluorescente € um corante de
rodamina, um corante BODIPY, ou um corante de cianina.

33. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o nucleo-
tideo estda ao menos 1 nm separado de qualquer marcador lumines-
cente dos dois ou mais marcadores luminescentes.

34. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o nucleoti-
deo esta separado de qualquer marcador luminescente dos dois ou
mais marcadores luminescentes entre aproximadamente 1 e 10 nm.

35. Nucleotideo marcado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o nucleoti-
deo esta separado de qualquer marcador luminescente dos dois ou
mais marcadores luminescentes entre aproximadamente 2 e 20 nm.

36. Método para determinar a sequéncia de um acido
nucleico modelo, caracterizado pelo fato de que compreende:

(i) expor um complexo em um volume alvo, o complexo
compreendendo o acido nucleico modelo, um iniciador, € uma enzima
de polimerizacdo, a um ou mais tipos diferentes de nucleotideos lumi-
nescentemente marcados, em que cada tipo de nucleotideo lumi-
nescentemente marcado compreende um nucleotideo marcado de
acordo com a qualquer uma das reivindicacdes 1 a 35;

(i) direcionar uma série de pulsos de uma ou mais energias
de excitagdo para uma vizinhanga do volume alvo;

(iii) detectar uma pluralidade de fétons emitidos a partir de

nucleotideos luminescentemente marcados durante a incorporacao
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sequencial em um acido nucleico compreendendo o iniciador; e

(iv) identificar a sequéncia de nucleotideos incorporados,
determinando o tempo e opcionalmente a intensidade de luminescéncia
dos fétons emitidos.

37. Kit para sequenciar um acido nucleico modelo, carac-
terizado pelo fato de que compreende:

dois ou mais tipos diferentes de nucleotideos luminescente-
mente marcados, em que cada tipo de nucleotideo marcado lumines-
centemente compreende um nucleotideo marcado de como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 35.

38. Kit, de acordo com a reivindicacao 37, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda uma enzima de polimerizacao.

39. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 37 a
38, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um iniciador
complementar ao acido nucleico modelo.

40. Composicao de reacao de sequenciamento de acido
nucleico, caracterizado pelo fato de que compreende dois ou mais tipos
diferentes de nucleotideos luminescentemente marcados em uma
mistura de reacédo, em que cada tipo de nucleotideo luminescentemente
marcado compreende um nucleotideo marcado como definido em
qualquer uma das reivindicacbes 1 a 35.

41. Composicao, de acordo com a reivindicacao 40, caracte-
rizado pelo fato de que compreende ainda uma enzima de polimeri-
zacao.

42. Composigao, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacoes 40 a 41, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um
acido nucleico modelo.

43. Composicao, de acordo com a reivindicacao 42, carac-
terizado pelo fato de que compreende ainda um iniciador complementar

ao acido nucleico modelo.
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FIG. 2A



4/34

FIG. 2B
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FIG. 2C
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FIG. 3A



dN6P

7/34

1 nm

N Y Y

7 nm

i
= AW

dN6P

FIG. 3B

¢ 1.3 nm

3.5 nm

3.5 nm

7 nm




8/34

Dt "DIH

C:ON a1 0dSs
n
DOWVL— | ]
LYYOOOVYL— ©
9911V—Q I —1vv109vo990L1100v090910
o N o— VLL00911v—0 o O 0 0 O o o m
o N\/ol¢t<85oo,q.,qw05oooqololn__r..l..,_._?o-m__?o-_wlo-h__?o-m_ﬁ-?h__r-o o I
M o roNaidas ©  ® © © o o o {39
in o
ZT M B
O

ZT
o




9/34

A L A A A A WAl SR f DRI e S A R A LA AP A
R g e Sl Sl R S P S AA SA, A G R SRR, R SAAA Sy T RS RIRAr A S

olpaw |eoo| odwa) ap odel]

VHEL YR P \Nm..\w P HE S 95 ﬁm\w e $A%

b

W SRR AR AR AR AR A A AR A AR
R AR AR SR SRR AARSE AR e Ry AR A

.«\\\\«?\\\\1\2\\\\1\\\\1«\\\\\?\\\1\\2\1\\\: roiree

G

\\\T\\:\\\\\\\\\\\:\\s\\\\\\\\\\\\s\\\\\\\:\\1\:«\\\\:\\\\\ \\\\\:«\\\\:\\

MM I e L
VLY A L A

“ % S e L
mv pI wcmE_ mu ooE._.

=
L i Mu

Q

3\\\2{«\:\3:\\2\:}3\\ Y

g

‘“m

S

A



Intensidade de pulso v. tau

R
opepisuaju|

R e

o9

w

e

30R2

.

16 D5

i

>

8

s

§

§ 8

Tau a partir de ajuste exponencial

10/34

A2

<%

N

,_
Fhh

%

CDFs de tempo local de pulso

uojo4 ap 440

0 2% &

e S

)

®
S

D SRR S

¥

FIG. 3D (CONT)



11/34

61

- ‘ON aI Ogs o 0
DOVYI— L —— LYVOOOVYE— L — 1VV10OVOOD LLOOVIDIOLO—O-LdMii -0~

0911lv—0o ©0—VY110091l1v—0

O

M

S rw
4

o—

HE "DId

-

V11lvO01000VVvO9O19093V0

81 :ON a1 OdS

o o

o o




12/34

d¢ "DId

TO\/\O/\!.W /....M/.\/\n_uﬁ \/.\/\/\Olm
o»:o =
Il
SR
¥ :ON dI 0dS _
o o &
199V 1000V VODOOLLOOVOHOOLOD o o o o o o o 2
vOOL VODOL LODOVVODLD0DIVOO—0-aMMAG -O-8-0-t—0-d-0-8-0-8-0— o T
€ :ON a1 0ds o © ©o o o o S r L
B | o
I

S



13/34

: Métricas de alinhamento

Comprimento de leitura Preciséo Valor p

354 B8.4% R

Insergdes Delegdes Incompatibilidades

¥ # A & iy ¥ totet

S

b

B3
o

i

<
7
2

(N
D
fat

> s
[+
£

IR~ I+ B
o
<
s
P

N

g

ke
o
Ed
-
k2

fotat 13

(£
g
g

<

fotat N

e
(3
oh
Py

Trago de intensidade
NSNS A T YO N+ N M e

R DN AN AN N SN SN
e B Y R ARRRRR SRR

Féton

10

B E 1 £ 209 286 G : 40
Traco de tempo local médio

___________ .

| i Tempg local {3},
Y 50 66 LR 20 288 lee a0 456

FIG. 3G



14/34

Intensidade de pulso v. tau

Intensidade
oy e,
i

w43

RS
SRS

Tau a partir de ajuste exponencial

1800 A 2608 LR 3 3800 8,0
CDFs de tempo local de pulso

RN

iz

o
ke
CDF de féton

=]
%
z

Tempo local £

TR o berhros ket

A A A A A AR S :
ty 1A

AN EAOY SN 4800 S aSte ERGS SN RS

FIG. 3G (CONT.)



15/34

~
He (]
3 0 ‘
Y
/NH '
g
~P~o-
e} (o]
50
5 5
dTeP dAGP
3

\ P!‘B’F
r~F
Ne
.
3 5
N\ g
dC6P dC6P dG6P

FIG. 3G (CONT.)



16/34

FIG. 4A



404~

406~

17/34

410

27nm 27n

W

A

7 nm

dN6P

FIG. 4B



¥ “DIH

18/34

(@]
o >
= =\ vHO
\u\l\H N
Z o]
(o]
¢
- [
"%
£ L 9 :ON A1 O4S
m/v mﬂu W o o
© 4599 LYOLOVIOOVILYOID

o o O

<
€ 4ooo|<5<9ouo.6<5woIo-h_r.s-&-o;m__r-o-

¢ :ON aI O3S Q @ 0

7o)

=0
o]
O

Base




19/34

ws s s
¥ eqolb odway

3
3
]
<]
o
1]
1)

R AT o
R Y e

MRS S A
R e S L

s
e

e b vt g

olpaw [eoo| odws} ap owmh._.

W W e i e i s 5%

4 z
vgrapescrsericeiosebesrsoroscessssssisborosioss revacecess

m leqo|b6 odwa|

B

3

suojo4

A R S
s e sy % e

AR
o A

e T S

A o
R o TR S

3

e T

apepisuajul ap oum._,._..



20/34

NOESWD OITD

(ILNOD) dy ‘OId

R Uy WA UAS WM UAS W RS MR Ry WY WA W
: ; . : ; G ooeia ovessosnsssssosedio 4

. x 5
GrorRragrensarioreeisdbrortoisitt RPPPPYRS RPPPPPFURPPY.
%

%45 [e00j odud]

=1

uoj0} ®p 400

os|nd ap |eoo| odwa) 8p s4dD

un'y W oy "y's Y W WAL W 4

‘ 7 H
= R RS, roreres e @

F, - ] i
Betturebesoneeientore gt nienttetosettrheergEe st Lt LRI ISR PE LN LRI E LR OO LR EERONEORL OB OO E L LI L O LEEEOCERPO I EL OGS OIELLLELOEREE

|elousuodxa a)snle ap Jied e nep :
i A% 4

BEAD

-804

aina’

LWOEST 0110

NS @

e %ﬁww

apepisuaju|

ney ‘A os|nd ep spepisusiu|



21/34

530
~
500~
520
~
510
502~ i::é '

¥

ﬂ'l‘“ﬂ
3
i
3
3
3
3
3
3
1
-3
i
i
i
3
3
3
i

i‘

1.3 “mé‘ﬁf

#
dHER

&
%

FIG. 5A



aseq
Q
-OH

sseq
;‘ 10H

22/34

d¢ DId

~T—-0
LoNaioas %
™
080 b/w
&S
A
d o 8:ONAIOAS
o 6.2
g ¢ ¢ o o o I d °
O frompomfro—g-o-teob o NN A o— Lo M M
(o]
c o ©o 0o & =} . > 00 L:ON A1 OFS Z
. 6 *ON dI OdS —~ ox/\;oluﬁaoohﬁlo,d a
ZT  y0DIVDDOYIDDIDODIVID —O Yo~ oLvoooviy o
_ YOD0D1DD T
Mo 199V10001v30 8 :ON a1 04ds
Lz 01 :ONaI0das
e
3
o . 8 0 IO»A\W,
g d o d o o - _ 0 G s -
-u_ﬂ-o-ﬁ._upolm-oA_m-o-u_w-o-u_“-o\/\/\/\ N/a.\ oTiTe nmm, Qav LIONAIOAS
o O o Q o © < e
g:oNaroas 7 |
W,\m
5\
O:
“WRRYR

3 oy’
Wo\/\/\/\ TN m/\/O\/\ow




33333



24/34

0000000000000 ...%.

FIG. 6A (CONT)



25/34

d9 ‘DId

7.9 2
T N i -

__OA_WD J.j/\/_/

o o] (o] Zz7

O./\/\/\o, \orohooooqootooZood.ﬁ|P|E<o@|olw
% 0—¥1190

\Y
o}
w

#1 :0ON dI OIS

VY0009 1DOVYYOOVIODLLY—0

e}
e
o=h
L
«2 o =
&
%fo I1:0N a1 dds
N
OOSO
Y&
O O/\.MV
o~¢ CLONALOES &5
4 .MW nu(
I C_J.-V/V‘
/
(o]
[e]
£L:ONaIoas A
/Im w T3
N o}
o}
O,
M N\
zT c_\/.ﬂ\v,
o - .Nﬁ @
2,0
Z1:0oNarods =,
20
00990
8]
©, 2, 11:0Na10as
EA &
O /O-mv
@ T



26/34

R
: '|" N ’\/O\/\O/\/O\/\ N/

N=py H

FIG. 6C



27134

O
- o“Ff-vqu
3 SEQIDNO: 15 % 4
GGATT CGTTATAAGGGTTCCATCGCGTG”
08;,,0—CGTTA\ TCAATATE%CCIADASST?GGCGCAC
_ y s 0 o0, #CG T Q : 3
= I LS G T
0 o T T
5™ §
0] NH
0
o —
){k/\/N =N
N
Base
Q /\&
W O
Q\P,O’P‘O OH
w07\
0\\ 07\ ©
O\ ’P\/ o
LI O_

FIG. 6C (CONT.)



28/34

Boak s
[ERT.

S g e e g

I

Q. _i\._..‘

R - 3

BocHit -~

|

NS“‘“‘\"“‘ e, 0 o .\7\_,.13\,“_3“- “NHB e

CuSO,, NeAscorbato
1:1 Dioxano / H,O
I L

NHBoc

" NHBoc
BocHN

NHBoc

FIG. 6D



29/34

NHBoc
l}'
" NHBoc
BocHN
4 401 TEACH,Cy ,
2 WO LG8, N, Sy NHBoc
e

B
p
e
i N3
a”
5
{ J—
A = 10
J N3
Ny N3
R
o8 N3
3
Ha

FIG. 6D (CONT.)



30/34

gHER
&

BB, o

dRER
Tetraquis-Q163

FIG. 6E



31/34

gehk0 €910

sinbexay

L DId

(@o) euuxapo|oio-opize-g-sinbexaH

.\ ) S

WG x,m,.zm,i

\.\.sﬂ”m w #ﬁ



32/34

8 DI
SU G°€ = 11N EPIA

C:ONAI0AS

i

Somvi—, . ZMOES WBIAQ = Souk
T~ Iwvosovwil—) i

J911v—0 LYY 109V 1 1 IIVIDIDLD

® N No— V11009 L1%—0 L . Nuw o e @ o o o o i
o N Yo— Y1 LY 1O00VYODLDIDWI—ar 07" /\JM: Nz A A~~~ OG0t o-i—o-Eo h__To.,__k_.ol_ - |

. - o T o 0o o o o

M P [ :ON a1 OIS v Y
ZI M T

s a
Now\

T:ON a1 08s
MOd_i._.l

L .
— _ o
OOLY N LIVODOWL— 1| wwi00vene L100v0009.15

« L ANEe LI TNE- o o o o o e

7 ._\ o, T [ 7
o o “ﬂ(o&k&uuﬁou««omﬁuum«oIo.. Neda /\lwlo _N/\/er\/\/\/\olh_,-o.__p-o-ﬂlo-m-o-w-o- -0 o |

Hw.vlf\ LT:ONAIOas © © 0 9 0 o .
Oowk

SU 'L = [N epIA
THOES WENAG = muﬂw

Base



33/34

P 9 ¢

Q @] O

6 DId

d g o}
||||| SR |0\/\/\/\ /ﬂ
T OM.O.%OJU /_j/\/m N.....\/O\./\O.

Z==

NOES stosy) = Jok

SU Z'v = 1N EBPIA :Opejauy

SU €'Z = [N EpIA :0pejeue OEN

. 80N A1 OdS

¢

O
=
=

1 °
mom\\o
oW
el

LON dl on_mg

/\ 2
&

,h\uoo
omy 2 :ON A1 0FS

6:ON a1 0dS ==

=
—_— <UOP<OOG<FGOHOU@O<OU|O\W
._.OOJ\._.UOU_.{UO(UOOOPDO o

01 :ON a1 0TS Mno \ou
A N 206

8 :ON dI OdS

(]

\

Y
o
0,
nv
L:ONAIOas %

°TR

IO
=
I

N



34/34

01 "DI4

o

gt

HU
L:ON a1 OHS o.d%
a« 2
mw (RO I b ¢ 7 80N a10as
¢ o;w-o-u-c,.aqudnuufad\/\/\/\ 41/\;w ml\Ju\/\oo,\MTthlo N o
H MW 6 :ON dI OFS \IMM LON dl OFS a/b...un_
° Mnru Suzoooﬁuwﬁumoqoul? o\\//\\ffool\wmwwwwﬁﬂ lo%ﬁbf\/o\/\wan.\ ”
0|FGO<PDUUF<OU(UGUGP@G AO w HOZ ﬂn—ﬂ .vl—
_& or:oxaroas M ods
O O 3 w MM»
albnu_wn.\i%éwmwnulmwéu_cd_ic:w.o\/\/\/\ Jn_d\/\lwu OtMOI\/o\/\oc.\anc'Eb\o \, 06 . O/H a O
? §:ON A1 OAS %7 s
!
DI0UNOBY = Jok %
SU ¢ =[N EPIA oumu
MMW.\/\?\W&\)(XF =Y
H 7

Su Z°¢ = I epiA

&MW\/\, Iw,;m\fia(\fc};\,c{&; =y




11

RESUMO

Patente de Invencdo: "COMPOSIGOES REAGENTES MARCADAS
DE ALTA INTENSIDADE E METODOS PARA SEQUENCIAMENTO".

A presente invencao refere-se a composicdes uteis para a
deteccao de moléculas unicas em uma amostra. Em alguns aspectos,
a descricao fornece um acido nucleico conectado a um nucleotideo e
dois ou mais marcadores luminescentes. Em algumas modalidades, os
acidos nucleicos aqui descritos compreendem uma ou mais carac-
teristicas estruturais que fornecem maior intensidade de fluorescéncia.
Em alguns aspectos, sdo fornecidos métodos de sequenciamento

usando os nucleotideos marcados da descrigao.



Este anexo apresenta o cddigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

0833 A5A02DO0S&7 4F3

Campo 2

ED98 4C8087 BET 79 45

Outras Informacoes:

- Nome do Arquivo: P244809.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 13/01/2020
- Hora de Geracéo do Cddigo: 11:16:23
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 0833A5A02D0474F3
- Campo 2: ED984C8087BE7945




