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DESCRIPCION
Enlazadores de nucleétidos modificados
Campo

Algunas realizaciones de la presente solicitud se refieren a nuevos enlazadores de nucleétidos o nucledsidos para el
aumento de la incorporacion de nucleétidos en la secuenciacion de ADN y otras aplicaciones de diagnéstico, por
ejemplo, la secuenciacion por sintesis.

Antecedentes

Se han llevado a cabo avances en el estudio de las moléculas, en parte por la mejora de las tecnologias utilizadas
para caracterizar las moléculas o sus reacciones biologicas. En particular, el estudio de los acidos nucleicos ADN y
ARN se ha beneficiado del desarrollo de las tecnologias utilizadas para el andlisis de secuencias y el estudio de
sucesos de hibridacion.

Un ejemplo de las tecnologias que han mejorado el estudio de los acidos nucleicos es el desarrollo de matrices
fabricadas de &cidos nucleicos inmovilizados. Estas matrices tienen normalmente una matriz de polinucleétidos de
alta densidad inmovilizada sobre un material sélido de soporte. Véase, p. €j., Fodor et al., Trends Biotech. 12: 19-26,
1994, que describen formas de ensamblar distintos &cidos nucleicos utilizando una superficie de vidrio quimicamente
sensibilizada protegida por una mascara, pero expuestos en areas definidas para permitir la uniéon de nucleétidos
fosforamiditas adecuadamente modificados. Las matrices fabricadas también se pueden fabricar mediante la técnica
de "aplicacion puntual” de polinucleétidos conocidos sobre un soporte sélido en posiciones predeterminadas (p. €j.,
Stimpson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 92: 6379-6383, 1995).

Una forma de determinar la secuencia de nucleétidos de un &cido nucleico unido a una matriz se denomina
"secuenciacion por sintesis" o "SPS". Esta técnica para determinar la secuencia de nucleétidos del ADN idealmente
precisa la incorporacion controlada (es decir, uno a la vez) del nucleétido complementario correcto opuesto al acido
nucleico que se esta secuenciando. Esto permite una secuenciacion precisa mediante la adicion de nucleétidos en
multiples ciclos a medida que cada resto nucleotidico se secuencia uno a la vez, evitando asi la incorporacién de una
serie no controlada de nucledtidos. Cada nucleétido incorporado se lee utilizando un marcador apropiado unido al
mismo, antes de eliminar la fraccién de marcador, y el siguiente ciclo de secuenciacién posterior. EI documento WO
02/088381 describe nucledsidos o nucledtidos unidos covalentemente a un fluoréforo a través de un enlazador.

Por consiguiente, en el contexto de las reacciones de secuenciacion de &cidos nucleicos, seria conveniente poder
aumentar la velocidad de incorporacion de nucleétidos durante la secuenciacién por sintesis, de forma que se pueda
mejorar la eficacia del método de secuenciacion.

Compendio

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a un nucledsido o nucledtido unido covalentemente
a un fluoréforo a través de un enlazador, en donde dicho enlazador comprende una estructura de formula (I1):

O
O
3 R4 P H (H)

R? se selecciona de alquilo C1-6 opcionalmente sustituido, -NR5-C(=0)RS8, o -NR”-C(=0)-OR?;
R* se selecciona de hidrégeno o alquilo C1.6 opcionalmente sustituido;

cada R®y R7se selecciona independientemente de hidriiogeno, alquilo Ci.s opcionalmente sustituido, fenilo
opcionalmente sustituido o aralquilo Cr-12 opcionalmente sustituido;

cada R® y R8 se selecciona independientemente de alquilo C1-6 opcionalmente sustituido;
cada unidad repetidora de metileno en

?’H“é

p
esta opcionalmente sustituida;

X se selecciona de metileno (CH2), oxigeno (O), o azufre (S);
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y

p es un numero entero de 1 a 20.

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a kits que comprenden un nucleésido o nucleétido
marcado que comprende un enlazador entre el fluoréforo y el nucledsido o nucleétido, en donde el enlazador
comprende una estructura de una cualquiera de férmula (1), () o (Ill) o combinaciones de las mismas.

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a reactivos para modificar un nucleésido o un
nucleétido que comprende un fluordforo y un enlazador, en donde el enlazador comprende una estructura de férmula (I1).

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a métodos para la detecciéon de un nucledsido que
se ha incorporado en un polinucle6tido, que comprenden: (a) incorporar un nucledsido o nucleétido marcado que
comprende un enlazador en un polinucleétido; y (b) detectar una sefal fluorescente procedente de dicho nucleésido o
nucledtido marcado que se incorporé en la etapa (a), en donde el enlazador comprende una estructura de formula (I).

En algunas realizaciones, el método comprende ademas: proporcionar una cadena de acido nucleico molde y una
cadena de acido nucleico parcialmente hibridada, en donde la etapa (a) incorpora en la cadena hibridada al menos un
nucledsido o nucleétido que es complementario con un nucledsido o nucleétido en la posicién correspondiente de la
cadena molde, y en donde la etapa (b) identifica la base del nucledsido o nucleétido incorporado, indicando de este
modo la identidad del nucledsido o nucleétido complementario de la cadena molde.

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a métodos de secuenciacion de una molécula de
acido nucleico molde, que comprenden: incorporar uno o0 mas nucleétidos marcados en una cadena de acido nucleico
complementaria con el acido nucleico molde; determinar la identidad de la base presente en uno 0 mas nucleétidos
marcados incorporados para determinar la secuencia de la molécula de acido nucleico molde; en donde la identidad
de la base presente en el uno o0 mas nucleétidos marcados se determina detectando una sefal fluorescente producida
por dichos nucleotidos marcados; y en donde al menos un nucleétido marcado incorporado comprende un enlazador
como se describe anteriormente, en donde el enlazador comprende una estructura de féormula (ll). En algunas
realizaciones, la identidad de la base presente en uno o0 méas nucleétidos se determina después de cada etapa de
incorporacion de nucleétidos.

Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1A ilustra una estructura de un grupo de enlace parcial de un nucleétido marcado convencional.

La FIG. 1B ilustra el nucleétido marcado de la FIG. 1A con dos posibles enlazadores 125 y 130 (no de acuerdo con la
invencion) a insertar en el grupo de enlace convencional de la FIG. 1A.

FIG. 2 demuestra una representacion de la velocidad de incorporacién de nucleétidos utilizando el nucleétido marcado
de la FIG. 1A y los nucleétidos marcados modificados de la FIG. 1B.

Las FIG. 3A-3E ilustran las formulas estructurales de enlazadores adicionales a insertar en el grupo de enlace
convencional de la FIG. 1A.

La FIG. 4 muestra una tabla de datos de una ejecucion de secuenciacién de dos colorantes utilizada para evaluar el
efecto del inserto 125 de la FIG. 1B y el inserto 315 de la FIG. 3B sobre la calidad de la secuenciacion.

Las FIG. 5A y 5B muestran una representacion de la velocidad de errores para la lectura 1 y una representacién de la
velocidad de errores para la lectura 2 de la ejecucién de secuenciacion de la FIG. 4 utilizando los insertos enlazadores
125y 315.

La FIG. 6 muestra una tabla de datos de una ejecucién de secuenciacién utilizada para evaluar el efecto del inserto
125 de la FIG. 1B y el inserto 310 de la FIG. 3B sobre la calidad de la secuenciacion.

Las FIG. 7A y 7B muestran una representacion de la velocidad de errores para la lectura 1 y una representacién de la
velocidad de errores para la lectura 2 de la ejecucion de secuenciacion de la FIG. 6 utilizando el inserto enlazador 125.

La FIG. 8A muestra un ejemplo de un enlazador LN3 convencional.
Las FIG. 8B, 8C y 8D muestran tres ejemplos de estructuras modificadas del enlazador LN3 de la FIG. 8A.
La FIG. 8E ilustra la insercidon de una fraccién protectora en el enlazador de la FIG. 8D.

La FIG 9A es un cromatograma que muestra la aparicion de una impureza en un ffA con enlazador SS. La FIG 9B es
una tabla que compara la estabilidad de los ffA con el enlazador SS y el enlazador AEDI. La FIG 9C es un
cromatograma que muestra una comparacién de los ffA con enlazador SS y enlazador AEDI en IMX 60° durante 22
horas, nuevamente mostrando una impureza con el enlazador SS.

muestran el aumento inesperado de la velocidad de incorporacion de nucleétidos en solucion con los cambios de
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enlazador. La FIG 10A es un grafico que muestra la velocidad de incorporacion a 1 uM, mostrando FIG 10B los
resultados tabulados. La FIG 10C muestra de forma esquematica los enlazadores AEDI y SS con NR550S0.

La FIG 11A muestra diagramas de dispersion para combinaciones de V10 con distintos A-550S0 (misma
concentracién). La FIG 11B muestra la Kcat de enlazadores FFA en solucion.

Las FIGS 12A y 12B muestran los parametros de secuenciacion sobre M111, Human550, 2x151 ciclos.
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a un nucledsido o nucleétido unido covalentemente
a un fluoréforo a través de un enlazador, en donde el enlazador comprende una estructura de la siguiente férmula (11),
en donde las definiciones de las variables se definen anteriormente.

O

%&XWN%’
R® R* i (II).

En algunas otras realizaciones, R es alquilo C1.s opcionalmente sustituido. En algunas de tales realizaciones, R® es metilo.
En algunas realizaciones, R® es -NR%-C(=0)R®. En algunas tales realizaciones, R% es hidrogeno. El algunas tales
realizaciones, R® es alquilo C1.6 opcionalmente sustituido, por ejemplo, metilo. En algunas realizaciones R® es -NR7-
C(=O)OR&. El algunas tales realizaciones, R’ es hidrogeno. En algunas tales realizaciones, R®es alquilo Ci-
6 opcionalmente sustituido, por ejemplo, t-butilo.

En cualquiera de las realizaciones de R3, como se describe en la presente memoria, de férmula (I1), R* es hidrégeno.
En algunas otras realizaciones, R* es alquilo C1.6 opcionalmente sustituido. En algunas de tales realizaciones, R* es
metilo. En una realizacion, R% y R* son metilo ambos. Em otra realizacion, tanto R® como R* son hidrogeno. En una
realizacion, R® es -NH(C=0)CHs y R* es hidrdgeno. En otra realizacion, R® es -NH(C=0)O'Bu (Boc) y R* es hidrogeno.

En algunas de las realizaciones de la estructura de férmula (II), X es metileno, que puede estar opcionalmente
sustituido. En otra realizacién, X es oxigeno (O). En aun otra realizacién, X es azufre (S).

En algunas de las realizaciones de la estructura de férmula (ll), p es 1. En algunas otras realizaciones, p es 2.

En algunas de las realizaciones de la estructura de féormula (ll), la estructura de férmula (ll) también se puede
representar por la férmula (l1a), (1lb), (lic), (lld), (lle) o (IIf):

JJ\/\/\/ N
:lel " ‘é{ (ITa), \([3]/

5

) 0
HN 0 0 H
DI 3 S O
o) (Ilc), (11d)

O 0
s N
% NN 5{ % N}LL
(Ile), or H 6
En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, la férmula (lla) se denomina "ACA", la férmula (llb) se

denomina "AcLys," la férmula (llc) se denomina "BocLys," la férmula (lld) se denmina "dMeO," la férmula (lle) se
denomina "dMeS," y la férmula (lIf) se denomina "DMP.".

(Ib),

ZT

>

En cualquiera de las realizaciones del nucledsido o nucle6tido marcado con fluor6foro a través de un enlazador que
comprende una estructura de formula (Il) como se describe en la presente memoria, el nucledsido o nucleétido se
puede unir al lado izquierdo del enlazador, ya sea directamente o a través de una fraccion de enlace adicional.
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En cualquiera de las realizaciones descritas en la presente memoria con respecto a un enlazador que comprende una
estructura de férmula (ll), cuando el término "opcionalmente sustituido" se utiliza para definir una variable, tal variable
puede no estar sustituida.

Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en la presente memoria
tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica. El uso del término "que incluye”, asi
como otras formas, tales como "incluyen”, "incluye" e "incluido", no es limitante. El uso del término "que tiene", asi
como otras formas, tales como "tienen", "tiene" y tuvo", no es limitante. Como se emplea en esta memoria descriptiva,
ya sea en una expresion de transicion o en el cuerpo de la reivindicacion, los términos "comprende (comprenden)" y
"que comprende" deben interpretarse como que tienen un significado abierto. Es decir, los términos anteriores se
deben interpretar como sinénimos de las frases "que tiene al menos" o "que incluye al menos". Por ejemplo, cuando
se utiliza en el contexto de un procedimiento, el término "que comprende" significa que el procedimiento incluye al
menos las etapas indicadas, pero puede incluir etapas adicionales. Cuando se utiliza en el contexto de un compuesto,
composicién o dispositivo, la expresion "que comprende” significa que el compuesto, composicion o dispositivo incluye
al menos las caracteristicas o componentes indicados, pero también puede incluir caracteristicas o componentes
adicionales.

Los encabezados de seccion utilizados en la presente memoria tienen fines organizativos solamente, y no deben
considerarse como limitantes de la materia objeto descrita.

Como se emplea en esta memoria, las abreviaturas de los organicos comunes se definen de la siguiente manera:

Ac Acetilo

Ac20 Anhidrido acético

ac. Acuoso

Bn Bencilo

Bz Benzoilo

BOC o Boc terc-Butoxicarbonilo

Bu n-butilo

cat. Catalitico

°C Temperatura en grados centigrados
CHAPS 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
dATP Desoxiadenosin trifosfato

dCTP Desoxicitidin trifosfato

dGTP Desoxiguanosin trifosfato

dTTP Desoxitimidin trifosfato

ddNTP (o ddNTPs) Didesoxinucleétido (o didesoxinucleétidos)
DCM Cloruro de metileno

DMA Dimetilacetamida

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF N,N'-dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxido

DSC Carbonato de N,N'-disuccinimidilo
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

Et Etilo

EtOAc Acetato de etilo

ffN Nucleétido completamente funcional
ffA Nucleotido adenosina completamente funcionalizado
g Gramo (o gramos)

GPC Cromatografia de permeacién en gel
h o hr Hora (u horas)

Base de Hunig N,N-diisopropiletilamina

iPr Isopropilo
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KPi Tampén de fosfato de potasio 10 mM a pH 7,0
IPA Alcohol isopropilico

LCMS Cromatografia liquida-espectrometria de masas
LDA Diisopropilamida de litio

m o min Minuto (o minutos)

MeCN Acetonitrilo

ml Mililitro (o mililitros)

PEG Polietilenglicol

GP Grupo protector

Ph Fenilo

pNB p-nitro-bencilo

ppt Precipitado

rt Temperatura ambiente

SPS Secuenciacion por sintesis

-S(0)20H Hidréxido de sulfonilo

TEA Trietilamina

TEAB Bromuro de tetraetilamonio

TFA Acido trifluoracético

Terc, t terciario

THF Tetrahidrofurano

TLC Cromatografia de capa fina

TSTU Tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N',N'-tetrametiluranio
pl Microlitro (o microlitros)

Como se emplea en esta memoria, el término "matriz" se refiere a una poblacion de distintas moléculas de sonda que
estan unidas a uno o mas sustratos de modo que las distintas moléculas de sonda pueden diferenciarse entre si segun
la ubicacion relativa. Una matriz puede incluir distintas moléculas de sonda que estén ubicadas en una ubicacion
direccionable diferente sobre un sustrato. De manera alternativa o adicional, una matriz puede incluir sustratos
separados, portando cada uno una molécula de sonda distinta, en donde las distintas moléculas de sonda pueden
identificarse segun las ubicaciones de los sustratos sobre una superficie a la que estan unidos los sustratos o segun
las ubicaciones de los sustratos en un liquido. Las matrices ilustrativas en las que se ubican sustratos distintos sobre
una superficie incluyen, sin limitacién, los que incluyen perlas en pocillos como se describe, por ejemplo, en la Patente
de Estados Unidos N.? 6.355.431 B1, el documento US 2002/0102578 y Publicacion PCT N.2 WO 00/63437. Los
formatos ilustrativos que pueden utilizarse en la invencién para distinguir perlas en una matriz liquida, por ejemplo,
utilizando un dispositivo microfluidico, tal como un separador de células activadas por fluorescencia (FACS), se
describen, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N.° 6.524.793. Otros ejemplos de matrices que pueden
utilizarse en la invencidn incluyen, sin limitacion, los descritos en las Patentes de Estados Unidos N.°? 5.429.807;
5.436.327; 5.561.071; 5.583.211; 5.658.734; 5.837.858; 5.874.219; 5.919.523; 6.136.269; 6.287.768; 6.287.776;
6.288.220; 6.297.006; 6.291.193; 6.346.413; 6.416.949; 6.482.591; 6.514.751 y 6.610.482; y documentos WO
93/17126; documentos WO 95/11995; documentos WO 95/35505; patentes europeas EP 742 287; y EP 799 897.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "unido covalentemente" o "enlazado covalentemente” se refiere a la
formacion de un enlace quimico que se caracteriza por compartir parejas de electrones entre los atomos. Por ejemplo,
un recubrimiento polimérico unido covalentemente se refiere a un recubrimiento polimérico que forma enlaces
quimicos con una superficie funcionalizada de un sustrato, en comparacién con la unién a la superficie por otros
medios, por ejemplo, adhesién o interaccion electrostatica. Se apreciara que los polimeros que estan unidos
covalentemente a una superficie también pueden unirse por medios ademas de la unién covalente.

Como se emplea en esta memoria, "Ca a Cp" 0 "Cab", en que "a" y "b" son numeros enteros, se refiere al nimero de
atomos de carbono en el grupo especificado. Es decir, el grupo puede contener de "a" a "b", inclusive, atomos de carbon.
Por lo tanto, por ejemplo, un grupo "alquilo C1 a C4" 0 "alquilo C1-4" se refiere a todos los grupos alquilo que tienende 1 a
4 carbonos, es decir, CHs-, CH3CH2-, CH3CH2CH2-, (CH3)2CH-, CH3CH2CH2CH2-, CH3CH2CH(CHBa)- y (CH3)3C-.

El término "halégeno” o "halo", como se emplea en esta memoria, significa uno cualquiera de los atomos radioestables
de la columna 7 de la Tabla Periédica de los Elementos, p. €;j., fllor, cloro, bromo o yodo, siendo preferidos fllor y cloro.

Como se emplea en esta memoria, "alquilo" se refiere a una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada que esta
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completamente saturada (es decir, no contiene enlaces dobles o triples). El grupo alquilo puede tener de 1 a 20 atomos
de carbono (siempre que aparezca en la presente memoria un intervalo numeérico tal como "1 a 20" se refiere a cada
numero entero en el intervalo dado; p. €j., "1 a 20 &tomos de carbono" significa que el grupo alquilo puede consistir en
1 4&tomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3 atomos de carbono, etc., hasta, e incluido, 20 &tomos de carbono, aunque
la presente definicion también cubre la aparicién del término "alquilo” cuando no se designa ningun intervalo numérico).
El grupo alquilo puede ser también un alquilo de tamafio medio que tiene de 1 a 9 atomos de carbono. El grupo alquilo
puede ser tambiéen un alquilo inferior que tiene de 1 a 4 atomos de carbono. El grupo alquilo puede designarse como
"alquilo C14" o designaciones similares. Unicamente a modo de ejemplo, "alquilo C1-4" indica que hay de uno a cuatro
atomos de carbono en la cadena de alquilo, es decir, la cadena de alquilo se selecciona del grupo que consiste en
metilo, etilo, propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo y t-butilo. Los grupos alquilo tipicos incluyen, pero no se
limitan de ningiin modo a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, butilo terciario, pentilo, hexilo y similares. El
grupo alquilo puede estar sustituido 0 no sustituido.

Como se emplea en esta memoria, "alcoxi" se refiere a la formula -OR en donde R es un alquilo como se define
anteriormente, tal como "alcoxi C1-9", incluyendo, pero no se limita a, metoxi, etoxi, n-propoxi, 1-metiletoxi (isopropoxi),
n-butoxi, iso-butoxi, sec-butoxi y terc-butoxi, y similares.

Como se emplea en esta memoria, "heteroalquilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada que
contiene uno o mas heterodtomos, es decir, un elemento distinto del carbono, incluyendo, pero no se limita a,
nitrégeno, oxigeno y azufre, en la cadena principal. El grupo heteroalquilo puede tener de 1 a 20 atomos de carbono,
aunque la presente definicidn también cubre la aparicion del término "heteroalquilo” cuando no se designa ningun
intervalo numérico. El grupo heteroalquilo puede ser también un heteroalquilo de tamafo medio que tiene de 1 a 9
atomos de carbono. El grupo heteroalquilo puede ser también un heteroalquilo inferior que tiene de 1 a 4 atomos de
carbono. El grupo heteroalquilo puede designarse como "heteroalquilo C1-4" o designaciones similares. El grupo
heteroalquilo puede contener uno o0 mas heteroatomos. Unicamente a modo de ejemplo, "heteroalquilo C1-4" indica
que hay de uno a cuatro atomos de carbono en la cadena de heteroalquilo y adicionalmente uno o mas heteroatomos
en la estructura principal de la cadena.

Como se emplea en esta memoria, "alquileno” significa un grupo quimico di-radical completamente saturado de
cadena ramificada o lineal que contiene solo carbono e hidrégeno, que esta unido al resto de la molécula a través de
dos puntos de union (es decir, un alcanodiilo). El grupo alquileno puede tener de 1 a 20 atomos de carbono, aunque
la presente definicion también cubre la aparicion del término "alquileno" cuando no se designa ningln intervalo
numeérico. El grupo alquileno puede ser también un alquileno de tamafo medio que tiene de 1 a 9 4&tomos de carbono.
El grupo alquileno puede ser también un alquileno inferior que tiene de 1 a 4 atomos de carbono. El grupo alquileno
puede designarse como "alquileno Ci-4" 0 designaciones similares. Unicamente a modo de ejemplo, "alquileno C1-4"
indica que hay de uno a cuatro atomos de carbono en la cadena de alquileno, es decir, la cadena de alquileno se
selecciona del grupo que consiste en metileno, etileno, etan-1,1-diilo, propileno, propan-1,1-diilo, propan-2,2-diilo, 1-
metil-etileno, butileno, butan-1,1-diilo, butan-2,2-diilo, 2-metil-propan-1,1-diilo, 1-metil-propileno, 2-metil-propileno, 1,1-
dimetil-etileno, 1,2-dimetil-etileno y 1-etil-etileno.

Como se emplea en esta memoria, cuando un alquileno esta interrumpido por un grupo aromatico, se refiere a la
insercién de un grupo aromatico entre un enlace carbono-carbono de la cadena de alquileno a través de dos puntos
de unién, o la unién de un grupo aromatico a un terminal de la cadena de alquileno a través de un punto de unién. Por
ejemplo, cuando un n-butileno estd interrumpido por un grupo fenilo, las estructuras ilustrativas incluyen

2\/@\/& | ?’/@\/xﬁ’ . }%O\/\/f ¥

Como se emplea en esta memoria, el término "heteroalquileno” se refiere a una cadena de alquileno en la que uno o
mas atomos esqueléticos del alquileno se seleccionan de un atomo distinto del carbono, p. €j., oxigeno, nitrégeno,
azufre, fésforo o combinaciones de los mismos. La cadena de heteroalquileno puede tener una longitud de 2 a 20.000.
Las estructuras ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, -OCHz-, -OCH(CHs)-, -OC(CHs)2-, -OCH2CHz2-, -CH(CH3)O-
, -CH20CH2-, -CH20CH2CHz2-, -SCH2-, -SCH(CHs)-, -SC(CHs)2-, -SCH2CH2-, -CH2SCH2CH2-, -NHCH2-, -NHCH(CHs)-
, -NHC(CHs3)2-, -NHCH2CHe-, - -CH2NHCHz2-, -CH2NHCH2CHe-, y similares. Como se emplea en esta memoria, cuando
un heteroalquileno estéa interrumpido por un grupo aromatico, se refiere a la insercién de un grupo aromatico entre un
enlace carbono-carbono o carbono-heteroatomo de la cadena de heteroalquileno a través de dos puntos de union, o
la unién de un grupo aromatico a un terminal de la cadena de heteroalquileno a través de un punto de unién.

Por ejemplo, cuando un 6xido de n-propileno esta interrumpido por un grupo fenilo, las estructuras ilustrativas incluyen

el Loy
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Como se emplea en esta memoria, "alquenilo” se refiere a un grupo alquilo que contiene, en la cadena de hidrocarburo
lineal o ramificada, uno o mas dobles enlaces. Un grupo alquenilo puede estar no sustituido o sustituido.

Como se emplea en esta memoria, "alquinilo" se refiere a un grupo alquilo que contiene, en la cadena de hidrocarburo
lineal o ramificada, uno o mas triples enlaces. Un grupo alquinilo puede estar no sustituido o sustituido.

Como se emplea en esta memoria, "cicloalquilo” se refiere a un sistema de anillos de hidrocarburo mono- o multiciclico
completamente saturado (sin dobles o triples enlaces). Cuando esta compuesto por dos 0 mas anillos, los anillos
pueden estar unidos uno a otro de forma condensada. Los grupos cicloalquilo pueden contener de 3 a 10 atomos en
el anillo (o anillos). En algunas realizaciones, los grupos cicloalquilo pueden contener de 3 a 8 4&tomos en el anillo (o
anillos). Un grupo cicloalquilo puede estar no sustituido o sustituido. Los grupos cicloalquilo tipicos incluyen, pero no
se limitan de ningin modo a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

El término "aromatico" se refiere a un anillo o sistema de anillos que tiene un sistema de electrones pi conjugado e
incluye grupos aromaticos carbociclicos (p. €j., fenilo) y heterociclicos (p. €j., piridina). El término incluye grupos
monociclicos o policiclicos de anillos condensados (es decir, anillos que comparten parejas de atomos adyacentes)
con la condicion de que todo el sistema de anillos sea aromatico.

Como se emplea en esta memoria, "arilo" se refiere a un anillo o sistema de anillos aromatico (es decir, dos 0 mas
anillos condensados que comparten dos atomos de carbono adyacentes) que solo contiene carbono en la estructura
principal del anillo. Cuando el arilo es un sistema de anillos, cada anillo del sistema es aromatico. El grupo arilo puede
tener de 6 a 18 atomos de carbono, aunque la presente definicién también cubre la aparicion del término "arilo" cuando
no se designa ningln intervalo numérico. En algunas realizaciones, el grupo arilo tiene de 6 a 10 atomos de carbono.
El grupo arilo puede designarse como "arilo Ce-10", "arilo Cs 0 C10", 0 designaciones similares. Los ejemplos de grupos
arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo, azulenilo y antracenilo.

Un "aralquilo" o "arilalquilo" es un grupo arilo conectado, como sustituyente, a través de un grupo alquileno, tal como
"aralquilo C7-14" y similares, incluyendo, pero no se limita a, bencilo, 2-feniletilo, 3-fenilpropilo y naftilalquilo. En algunos
casos, el grupo alquileno es un grupo alquileno inferior (es decir, un grupo alquileno C1-4).

Como se emplea en esta memoria, "heteroarilo" se refiere a un anillo o sistema de anillos aromatico (es decir, dos o
mas anillos condensados que comparten dos atomos de adyacentes) que contiene (o contienen) uno o mas
heteroatomos, es decir, un elemento distinto del carbono, incluyendo, pero no se limita a, nitrogeno, oxigeno y azufre,
en a estructura principal del anillo. Cuando el heteroarilo es un sistema de anillos, cada anillo del sistema es aromatico.
El grupo heteroarilo puede tener 5-18 miembros en el anillo (es decir, el nUmero de &tomos que constituyen a estructura
principal del anillo, incluidos los atomos de carbono y heteroatomos), aunque la presente definicion también cubre la
aparicién del término "heteroarilo” cuando no se designa ningun intervalo numérico. En algunas realizaciones, el grupo
heteroarilo tiene 5 a 10 miembros en el anillo o 5 a 7 miembros en el anillo. El grupo heteroalquilo puede designarse
como "heteroalquilo de 5-7 miembros", "heteroarilo de 5-10 miembros", o designaciones similares. Los ejemplos de
anillos heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, furilo, tienilo, ftalazinilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo, imidazolilo,
pirazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, piridinilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo, quinolinilo,
isoquinlinilo, benzoimidazolilo, benzoxazolilo, benzotiazolilo, indolilo, isoindolilo y benzotienilo.

Un "heteroaralquilo” o "heteroarilalquilo” es un grupo heteroarilo conectado, como sustituyente, a través de un grupo
alquileno. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, 2-tienilmetilo, 3-tienilmetilo, furiimetilo, tieniletilo, pirrolilalquilo,
piridilalquilo, isoxazolilalquilo e imidazolilalquilo. En algunos casos, el grupo alquileno es un grupo alquileno inferior
(es decir, un grupo alquileno Ci-4).

Como se emplea en esta memoria, "cicloalquilo” significa un anillo o sistema de anillos carbociclilo completamente
saturado. Los ejemplos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

Un grupo "O-carboxi" se refiere a un grupo "-OC(=O)R" en el que R se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-s, alquenilo
C2-6, alquinilo Cz-6, carbociclilo Cs-7, arilo Ce-10, heterarilo de 5-10 miembros y heterociclilo de 5-10 miembros, como se
define en la presente memoria.

Un grupo "C-carboxi" se refiere a un grupo "-C(=0O)OR" en el que R se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-s, alquenilo
C2-6, alquinilo Cz2-, carbociclilo Cs-7, arilo Ce-10, heterarilo de 5-10 miembros y heterociclilo de 5-10 miembros, como se
define en la presente memoria. Un ejemplo no limitante incluye carboxilo (es decir, -C(=0O)OH).

Un grupo "ciano" se refiere a un grupo "-CN".
Un grupo "azido" se refiere a un grupo "-N3".

Un grupo "O-carbamilo” se refiere a un grupo "-OC(=O)NRaRs" en el que Ra y Rs se seleccionan cada uno de forma
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independiente de hidrégeno, alquilo C1-6, alquenilo Cz-6, alquinilo Cz-6, carbociclilo Cs-7, arilo Ce-10, heterarilo de 5-10
miembros y heterociclilo de 5-10 miembros, como se define en la presente memoria.

Un grupo "N-carbamilo” se refiere a un grupo "-N(Ra)OC(=O)Rs" en el que Ra y Rs se seleccionan cada uno de forma
independiente de hidrégeno, alquilo C1-6, alquenilo Cz-s, alquinilo Cz-6, carbociclilo Ca-7, arilo Cs-10, heterarilo de 5-10
miembros y heterociclilo de 5-10 miembros, como se define en la presente memoria.

Un grupo "C-amido" se refiere a un grupo "-C(=O)NRaRs" en el que Ra y Rs se seleccionan cada uno de forma
independiente de hidrégeno, alquilo C1-6, alquenilo Cz-6, alquinilo Cz-6, carbociclilo Cs-7, arilo Ce-10, heterarilo de 5-10
miembros y heterociclilo de 5-10 miembros, como se define en la presente memoria.

Un grupo "N-amido" se refiere a un grupo "-N(Ra)C(=O)Rs" en el que Ra y Rs se seleccionan cada uno de forma
independiente de hidrégeno, alquilo C1-6, alquenilo Cz-6, alquinilo Cz-6, carbociclilo Cs-7, arilo Ce-10, heterarilo de 5-10
miembros y heterociclilo de 5-10 miembros, como se define en la presente memoria.

Un grupo "amino" se refiere a un grupo "-NRaRs" en el que Ra y Rs se seleccionan cada uno de forma independiente
de hidroégeno, alquilo Ci-6, alquenilo Cz, alquinilo Cz2-6, carbociclilo Cs-7, arilo Ce-10, heterarilo de 5-10 miembros y
heterociclilo de 5-10 miembros, como se define en la presente memoria. Un ejemplo no limitante incluye amino libre
(es decir, -NH2).

Como se emplea en esta memoria, el término "Trolox" se refiere al acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico.

Como se emplea en esta memoria, el término "ascorbato” se refiere a la sal de &cido ascorbico.
Como se emplea en esta memoria, el término "acido gélico" se refiere al acido 3,4,5-trihidroxibenzoico.

Como se emplea en esta memoria, un grupo sustituido se obtiene a partir del grupo precursor no sustituido en el que
ha habido un intercambio de uno o mas atomos de hidrégeno por otro atomo o grupo. A menos que se indique otra
cosa, cuando se considera que un grupo esta "sustituido”, se entiende que el grupo esta sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados de forma independiente de alquilo C1-Cs, alquenilo C1-Ce, alquinilo C1-Ce, heteroalquilo
C1-Cs, carbociclilo C3-C7 (opcionalmente sustituido con halo, alquilo C1-Ce, alcoxi C1-Cs, haloalquilo C1-Cs y haloalcoxi
C1-Cs), carbociclil Cs-Cr-alquilo C1-Ces (opcionalmente sustituido con halo, alquilo Ci-Cs, alcoxi C1-Cs, haloalquilo
C1-Cs y haloalcoxi C1-Ce), heterociclilo de 5-10 miembros (opcionalmente sustituido con halo, alquilo C1-Cs, alcoxi
C1-Cs, haloalquilo C1-Cs y haloalcoxi C1-Ce), heterociclil-alquilo C1-Cs de 5-10 miembros (opcionalmente sustituido con
halo, alquilo C1-Ce, alcoxi C1-Cs, haloalquilo C1-Cs y haloalcoxi C1-Cs), arilo (opcionalmente sustituido con halo, alquilo
C1-Ce, alcoxi C1-Ce, haloalquilo C1-Cs y haloalcoxi C1-Cs), arilalquilo C1-Cs (opcionalmente sustituido con halo, alquilo
C1-Ce, alcoxi C1-Cs, haloalquilo C1-Ce y haloalcoxi C1-Cs), heteroarilo de 5-10 miembros (opcionalmente sustituido con
halo, alquilo C1-Ce, alcoxi Ci-Cs, haloalquilo C1-Cs y haloalcoxi C1-Cs), heteroarilalquilo C1-Ce de 5-10 miembros
(opcionalmente sustituido con halo, alquilo Ci-Ce, alcoxi C1-Ce, haloalquilo C1-Ces y haloalcoxi C1-Cs), halo, ciano,
hidroxi, alcoxi C1-Cs, alcoxi C1-Cs-alquilo C1-Cs (es decir, éter), ariloxi, sulfhidrilo (mercapto), haloalquilo C1-Cs (p. €j. -
CF3), haloalcoxi C1-Ce (p. €j. -OCF3), alquiltio C1-Ce, ariltio, amino, aminoalquilo C1-Ce, nitro, O-carbamilo, N-carbamilo,
O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, S-sulfonamido, N-sulfonamido, C-carboxi, O-carboxi, acilo, cianato,
isocianato, tiocianato, isotiocianato, sulfinilo, sulfonilo y oxo (=O). Cuando un grupo se describe como "opcionalmente
sustituido", ese grupo puede estar sustituido con los sustituyentes anteriores.

Debe apreciarse que determinadas convenciones de denominacion de radicales pueden incluir un mono-radical o un
di-radical, dependiendo del contexto. Por ejemplo, cuando un sustituyente precisa dos puntos de unién al resto de la
molécula, se entiende que el sustituyente es un di-radical. Por ejemplo, un sustituyente identificado como alquilo que
precisa dos puntos de unién incluye di-radicales tales como -CHz-, -CH2CHz-, -CH2CH(CH3s)CHz-, y similares. De
manera similar, un grupo identificado como amino que precisa dos puntos de union incluye di-radicales tales como
-NH-, -N(CHs)- y similares. Otras convenciones de denominacién de radicales indican claramente que el radical es un
di-radical tal como "alquileno" o "alquenileno”.

Cuando un sustituyente se representa como un di-radical (es decir, tiene dos puntos de union al resto de la molécula),
debe entenderse que el sustituyente puede unirse en cualquier configuracién direccional a menos que se indique otra

A
"’{ ~N /"z‘t,
cosa. Por lo tanto, por ejemplo, un sustituyente representado como -AE- o E incluye el sustituyente
orientado de tal manera que el A esté unido en el punto de unién mas a la izquierda de la molécula, asi como el caso
en que A esta unido en el punto de unién mas a la derecha de la molécula.

Cuando los compuestos descritos en esta memoria tienen al menos un estereocentro, pueden existir como enantiomeros
y diastereémeros individuales 0 como mezclas de tales isdbmeros, incluyendo racematos. La separacion de los isémeros
individuales o la sintesis selectiva de los isomeros individuales se lleva a cabo mediante la aplicacion de diversos métodos
que son bien conocidos por los expertos en la técnica. A menos que se indique otra cosa, todos tales isdbmeros y mezclas
de los mismos estan incluidos en el alcance de los compuestos descritos en la presente memoria.
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Como se emplea en esta memoria, un "nucledtido” incluye una base heterociclica que contiene nitrégeno, un azacar
y uno o mas grupos fosfato. Son unidades monomeéricas de una secuencia de acido nucleico. En el ARN, el azlcar es
una ribosa y en el ADN es una desoxirribosa, es decir, un azlcar que carece de un grupo hidroxilo que esta presente
en la ribosa. La base heterociclica que contiene nitrégeno puede ser una base purinica o pirimidinica. Las bases
purinicas incluyen adenina (A) y guanina (G), y derivados modificados o andlogos de las mismas. Las bases
pirimidinicas incluyen citosina (C), timina (T) y uracilo (U), y derivados modificados o anélogos de las mismas. El atomo
C-1 de la desoxirribosa esta enlazado al N-1 de una pirimidina o al N-9 de una purina.

Como se emplea en esta memoria, un "nucledsido” es estructuralmente similar a un nucleétido, pero le faltan las
fracciones fosfato. Un ejemplo de un analogo de nucledsido seria uno en el que el marcador esta unido a la base y no
hay un grupo fosfato unido a la molécula de azucar. El término "nucledsido” se usa en la presente memoria en su
sentido ordinario tal como lo entienden los expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, un
ribonucledsido que comprende una fraccién ribosa y un desoxirribonucledsido que comprende una fraccion
desoxirribosa. Una fraccion pentosa modificada es una fraccion pentosa en la que un atomo de oxigeno se ha
reemplazado por un carbono y/o un carbono se ha reemplazado por un atomo de azufre o de oxigeno. Un "nucledsido”
es un mondémero que puede tener una base y/o un resto de azlcar sustituidos. Adicionalmente, se puede incorporar
un nucledsido en polimeros y oligdmeros de ADN y/o ARN mas grandes.

Como se emplea en esta memoria, el término "polinucledtido” se refiere a los acidos nucleicos en general, incluyendo
el ADN (p. ej. ADNc de ADN gendmico), ARN (p. ej., ARNm), oligonucleétidos sintéticos y analogos de acidos nucleicos
sintéticos. Los polinucledtidos pueden incluir bases naturales o no naturales, o combinaciones de las mismas, y
enlaces de la estructura principal naturales o no naturales, p. ej., fosforotioatos, PNA o 2'-O-metil-ARN, o
combinaciones de los mismos.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "escalonamiento (phasing)" se refiere a los fenémenos en la SPS
provocados por la eliminacion incompleta de los terminadores 3'y los fluoréforos, y la imposibilidad de las polimerasas
de completar la incorporacién de una porcion de cadenas de ADN dentro de los grupos (clusters) en un ciclo de
secuenciacion dado. El pre-escalonamiento (pre-phasing) es producido por la incorporacion de nucleétidos sin
terminadores 3' eficaces y el acontecimiento de incorporacion continua 1 ciclo. El escalonamiento y el
pre-escalonamiento hacen que las intensidades extraidas para un ciclo especifico consistan en la sefial del ciclo actual,
asi como en el ruido de los ciclos anteriores y siguientes. A medida que aumenta el nimero de ciclos, aumenta la
fraccion de secuencias por grupo (cluster) afectada por el escalonamiento, obstaculizando la identificacion de la base
correcta. El pre-escalonamiento puede estar provocado por la presencia de una cantidad minima de nucleétidos
3'-OH no protegidos o no bloqueados durante la secuenciacién por sintesis (SPS). Los nucleétidos 3'-OH no protegidos
podrian generarse durante los procedimientos de fabricacién o posiblemente durante los procedimientos de
almacenamiento y manipulacién de reactivos. Por consiguiente, las modificaciones de los anélogos de nucleétidos o
los grupos de enlace que dan como resultado un tiempo de ciclo de SPS mas rapido, valores mas bajos de
escalonamiento y pre-escalonamiento, y una longitud de lectura de secuenciacion mas larga, proporcionan mayores
ventajas en aplicaciones de SPS.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "fraccién protectora” incluye, pero no se limita a, moléculas que
pueden proteger frente a dafios en el ADN (p. €j., foto-dafio u otros dafios quimicos). Algunos ejemplos especificos
incluyen antioxidantes, tales como la vitamina C, derivados de vitamina E, acido fendlico, polifenoles, y derivados y
andalogos de los mismos. Debe entenderse que en determinados contextos donde se define la expresion "fraccion
protectora”, se refiere a la fraccion resultante de la reaccion entre uno o mas grupos funcionales de la fraccion
protectora con el grupo funcional correspondiente del enlazador, como se describe en la presente memoria. Por
ejemplo, cuando la fraccién protectora es "acido galico" puede referirse a las amidas y los ésteres del acido galico en
lugar de al propio acido galico con el grupo carboxilo libre.

Marcadores detectables

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren al uso de marcadores detectables convencionales.
La deteccién puede llevarse a cabo por cualquier método adecuado, incluyendo espectroscopia de fluorescencia o
por otros medios Opticos. El marcador es un fluoréforo, que, después de la absorcion de energia, emite radiaciéon a
una longitud de onda definida. Se conocen muchos marcadores fluorescentes adecuados. Por ejemplo, Welch et al.
(Chem. Eur. J. 5(3):951-960, 1999) describen fracciones fluorescentes funcionalizadas con dansilo que pueden usarse
en la presente invencién. Zhu et al. (Cytometry 28:206-211, 1997) describen el uso de los marcadores fluorescentes
Cy3y Cyb, los cuales también se puede usar en la presente invencion. Las etiquetas adecuadas para su uso también
se describen en Prober et al. (Science 238:336-341, 1987); Connell et al. (BioTechniques 5(4):342-384, 1987), Ansorge
etal. (Nucl. Acids Res. 15(11):4593-4602, 1987) y Smith et al. (Nature 321:674, 1986). Otros marcadores fluorescentes
disponibles en el mercado incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina, rodamina (incluyendo TMR, texas red y Rox),
alexa, bodipy, acridina, cumarina, pireno, benzantraceno y las cianinas.

Ademas se pueden usar en la presente solicitud multiples marcadores, por ejemplo, casetes de FRET de bi-fluoréforo
(Tet. Let. 46:8867-8871, 2000). También se pueden usar sistemas dendriméricos multi-flior (J. Am. Chem. Soc.
123:8101-8108, 2001). Aunque se prefieren los marcadores fluorescentes, otras formas de marcadores detectables
seran obvias como Utiles para los expertos en la técnica. Por ejemplo, pueden utilizarse las microparticulas, incluyendo
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los puntos cuénticos (Empodocles et al., Nature 399:126-130, 1999), las nanoparticulas de oro (Reichert et al., Anal.
Chem. 72:6025-6029, 2000) y las microperlas (Lacoste et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 97(17):9461-9466, 2000).

Ademas se pueden utilizar en la presente solicitud marcadores multicomponente. Un marcador multicomponente es
uno que depende de la interaccién con un compuesto adicional para la deteccion. El marcador multicomponente mas
comun utilizado en biologia es el sistema biotina-estreptavidina. La biotina se utiliza como el marcador unido a la base
nucleotidica. Después, se afiade estreptavidina por separado para permitir que se produzca la deteccién. Estan
disponibles otros sistemas multicomponente. Por ejemplo, el dinitrofenol tiene un anticuerpo fluorescente disponible
en el mercado que puede utilizarse para la deteccion.

A menos que se indique otra cosa, la referencia a los nucleétidos también pretende ser aplicable a los nucleésidos.
La presente solicitud también se describira adicionalmente con referencia al ADN, aunque la descripcion también sera
aplicable al ARN, el PNA y otros acidos nucleicos, a menos que se indique otra cosa.

Métodos de secuenciacion

Los nucleosidos o nucleétidos descritos en la presente memoria pueden usarse junto con una diversidad de técnicas
de secuenciacion. En algunas realizaciones, el procedimiento para determinar la secuencia de nucleétidos de un acido
nucleico diana puede ser un proceso automatizado.

Los anélogos de nucleétidos presentados en la presente memoria pueden utilizarse en un procedimiento de
secuenciacion, tal como una técnica de secuenciacion por sintesis (SPS). Brevemente, la SPS puede iniciarse
poniendo en contacto los acidos nucleicos diana con uno o mas nucleétidos marcados, ADN polimerasa, etc. Las
casillas en que se extiende un cebador utilizando el acido nucleico diana como molde incorporaran un nucleétido
marcado que puede detectarse. Opcionalmente, los nucleétidos marcados pueden incluir ademas una propiedad de
terminacion reversible que termina la extensién adicional del cebador una vez que se ha afadido un nucleétido a un
cebador. Por ejemplo, se puede afadir a un cebador un analogo de nucleétido que tiene una fracciéon terminadora
reversible, de modo que la extensién posterior no pueda producirse hasta que se suministre un agente de desbloqueo
para eliminar la fraccion. Por lo tanto, para realizaciones que utilizan terminacion reversible, se puede suministrar un
reactivo de desbloqueo a la cubeta de lectura (antes o después de que se produzca la deteccion). Los lavados se
pueden llevar a cabo entre las diversas etapas de suministro. El ciclo entonces puede repetirse n veces para extender
el cebador en n nucleoétidos, detectando de este modo una secuencia de longitud n. Los procedimientos ilustrativos de
SPS, los sistemas fluidicos y las plataformas de deteccion que pueden adaptarse facilmente para su uso con una
matriz producida por los métodos de la presente descripcién se describen, por ejemplo, en Bentley et al., Nature
456:53-59 (2008), documentos WO 04/018497; WO 91/06678; WO 07/123744; las patentes de Estados Unidos N.°
7.057.026; 7.329.492; 7.211.414; 7.315.019 0 7.405.281, y la solicitud de patente de EE.UU. Pub. N.2 2008/0108082 A1

Se pueden usar otros procedimientos de secuenciacién que utilizan reacciones ciclicas, tales como la pirosecuenciacion.
La pirosecuenciacion detecta la liberacién de pirofosfato inorganico (PPi) a medida que se incorporan nucleétidos
particulares en una cadena de acido nucleico naciente (Ronaghi, et al., Analytical Biochemistry 242(1), 84-9 (1996);
Ronaghi, Genome Res. 11(1), 3-11 (2001); Ronaghi et al. Science 281(5375), 363 (1998); patentes de Estados Unidos
N.° 6.210.891; 6.258.568 y 6.274.320). En la pirosecuenciacion, el PPi liberado puede detectarse al convertirse en
adenosin trifosfato (ATP) por la ATP sulfurilasa, y el ATP resultante puede detectarse a través de fotones producidos por
la luciferasa. Por lo tanto, la reaccion de secuenciacion puede controlarse a través de un sistema de deteccion de
luminiscencia. Las fuentes de radiacion de excitacién utilizadas para los sistemas de deteccion basados en fluorescencia
no son necesarias para los procedimientos de pirosecuenciacion. Los sistemas fluidicos, los detectores y los
procedimientos utiles que se pueden utilizar para la aplicacion de pirosecuenciacién a matrices de la presente descripcion
se describen, por ejemplo, en la Sol. de Patente WIPO N.? de Ser. PCT/US11/57111, Sol. de Pat. Pub. N.22005/0191698
A1, Pat. de EE.UU. N.? 7.595.883 y Pat. de EE.UU. N.2 7.244.559.

Las reacciones de secuenciacion por ligamiento también son Utiles, incluyendo, por ejemplo, las descritas en Shendure
et al. Science 309:1728-1732 (2005); patente de Estados Unidos N.° 5.599.675; y patente de Estados Unidos N.°
5.750.341. Algunas realizaciones pueden incluir procedimientos de secuenciacion por hibridacion como se describe,
por ejemplo, en Bains et al., Journal of Theoretical Biology 135(3), 303-7 (1988); Drmanac et al., Nature Biotechnology
16, 54-58 (1998); Fodor et al., Science 251(4995), 767-773 (1995); y documento WO 1989/10977. Tanto en los
procedimientos de secuenciacion por ligamiento como en los de secuenciacién por hibridacién, los acidos nucleicos
que estan presentes en los pocillos que contienen gel (u otras casillas cdncavas) se someten a ciclos repetidos de
suministro de oligonucledtidos y deteccion. Los sistemas fluidicos para los métodos de SPS como se exponen en la
presente memoria, 0 en las referencias citadas en la presente memoria, puede adaptarse facilmente para el suministro
de reactivos para los procedimientos de secuenciacion por ligamiento o de secuenciacion por hibridacion.
Normalmente, los oligonucleétidos estan marcados con fluorescencia y pueden detectarse utilizando detectores de
fluorescencia similares a los descritos con respecto a los procedimientos de SPS en la presente memoria o en las
referencias citadas en la presente memoria.

Algunas realizaciones pueden utilizar métodos que implican el control en tiempo real de la actividad de la ADN
polimerasa. Por ejemplo, las incorporaciones de nucledtidos se pueden detectar mediante interacciones de
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET, forma siglada del inglés fluorescence resonance
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energy transfer) entre una polimerasa que porta un fluoréforo y nucleétidos marcados con y-fosfato, o con guias de
onda de modo cero. Se describen técnicas y reactivos para la secuenciacion basada en FRET, por ejemplo, en Levene
et al. Science 299, 682-686 (2003); Lundquist et al. Opt. Lett. 33, 1026-1028 (2008); Korlach et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 105, 1176-1181 (2008).

Algunas realizaciones de SPS incluyen la deteccién de un protoén liberado tras la incorporacién de un nucleétido a un
producto de extensién. Por ejemplo, la secuenciacion basada en la deteccién de protones liberados puede utilizar un
detector eléctrico y técnicas asociadas que estan disponibles en el mercado en lon Torrent (Guilford, CT, una filial de
Life Technologies) o métodos y sistemas de secuenciacién descritos en la Sol. de patente de Estados Unidos Pub.
N.°s 2009/0026082 A1; 2009/0127589 A1;2010/0137143 A1; 0 2010/0282617 A1.

Enlazadores modificados ilustrativos

Se describen realizaciones adicionales con mas detalle en los siguientes ejemplos, que no pretenden de ninguna
manera limitar el alcance de las reivindicaciones.

La FIG. 1A ilustra una férmula estructural parcial de un nucleétido marcado 100. El nucleétido marcado 100 incluye
un nucledtido adenosina completamente funcionalizado (ffA) 110, una fraccion enlazadora convencional 115, y un
colorante fluorescente 120. La fraccién enlazadora convencional 115 puede ser una fraccion enlazadora usada
normalmente en la sintesis de nucle6tidos marcados para la secuenciacion por sintesis (SPS). En un ejemplo, el
colorante fluorescente 120 es NR550S0. En este ejemplo, el nucledtido marcado 100 puede describirse como "ffA-
NR550S0". En otro ejemplo, el colorante fluorescente 120 es SO7181 y el nucledtido marcado 100 puede describirse
como "ffA-SO7181".

La FIG. 1B ilustra el nucleétido marcado 100 de la FIG. 1A con dos posibles modificaciones estructurales en la fraccion
enlazadora convencional 115. En un ejemplo, la fracciéon enlazadora convencional 115 incluye un inserto AEDI 125
(no de acuerdo con la invencion) entre la porcion carbonilo (es decir, -C(=0)-) y la porcién amino (es decir, -NH-) de
la fraccién amido. En este ejemplo, el nucleétido marcado modificado puede describirse como "ffA-AEDI-NR550S0".
En otro ejemplo, la fraccién enlazadora convencional 115 incluye un inserto SS 130 (no de acuerdo con la invencién)
y el nucledtido marcado modificado puede denominarse "ffA-SS-NR550S0".

La FIG. 2 muestra una representacion de la velocidad de incorporacién de nucleétidos utilizando el nucleétido marcado
100 de la FIG. 1A y los nucle6tidos marcados 100 modificados de la FIG. 1B. El ensayo se llevé a cabo a 55 °C, en
etanolamina 40 mM (pH 9,8), MgCl 9 mM, NaCl 40 mM, EDTA 1 mM, CHAPS al 0,2 % con cebador:molde de ADN
20 mM y polimerasa 812 30 ug/ml (MiSeq Kit V2), nucleétido 1 mM. La enzima se une al ADN y después se mezcla
rapidamente con el nucleétido en una maquina de flujo de desactivacion por un corto tiempo (hasta 10 s) antes de
desactivar con EDTA 500 mM. Se toman varios puntos de tiempo para cada nucleétido. Las muestras generadas se
analizan después en un gel desnaturalizante y se determina el porcentaje de ADN que se convierte en ADN+1, y se
representa frente al tiempo para determinar la constante de velocidad de primer orden para cada nucleétido. Los datos
se resumen a continuacion en la Tabla 1. Los datos muestran que la velocidad de incorporacién de un nucleétido
marcado que comprende el inserto SS 130 (ffa-SS-NR550S0) fue aproximadamente 2 veces mas rapida en
comparacioén con la velocidad de incorporacion de un nucleétido marcado que comprende un enlazador convencional
115 (ffa-NR550S0). La velocidad de incorporacion de un nucleétido marcado que comprende un inserto AEDI 125 (ffa-
AEDI-NR550S0) fue aproximadamente 4 veces mas rapida en comparacion con la velocidad de incorporacion de ffa-
NR550S0. Los datos también muestran que la velocidad de incorporacién de un nucleétido marcado que comprende
un enlazador convencional 115 y el colorante fluorescente SO7181 (ffa-SO7181) fue aproximadamente 4 veces mas
rapida en comparacién con la velocidad de incorporacion de ffa-NR550S0.

Tabla 1.
ffA K (nM/min)
ffA-NR550S0 22 (1X)
ffA-SS-NR550S0 | 54 (2X)
ffA-AEDI-NR550S0 | 97 (4X)
ffA-SO7181 99 (4X)

Las FIG. 3A-3F ilustran las férmulas estructurales de los insertos adicionales 310, 315, 320, 325, 330 y 335 para la
fraccién enlazadora convencional 115 de la FIG. 1A. En un inserto ACA 310, las sustituciones de dimetilo se eliminan
y el enlace azufre-azufre (SS) se reemplaza por un enlace carbono-carbono en comparacion con el inserto 125. El
enlace azufre-azufre no es necesario para la SPS (p. ej., SPS de 2 colorantes o 4 colorantes).

En un inserto AcLys 315, se utiliza lisina protegida con acetilo para reemplazar el inserto 125.

En un inserto BocLys 320, se utiliza lisina protegida con terc-butoxicarbonilo para reemplazar el inserto 125.
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En un inserto dMeO 325, el enlace azufre-azufre (SS) se reemplaza por un enlace oxigeno-carbono (O-CHz2) en
comparacion con el inserto 125.

En un inserto dMeS 330, el enlace azufre-azufre (SS) se reemplaza por un enlace azufre-carbono (S-CH2) en
comparacién con el inserto 125.

En un inserto DMP 335, el enlace azufre-azufre (SS) se reemplaza por un enlace azufre-carbono (CHz) en comparacion
con el inserto 125.

En diversos ejemplos descritos en la presente memoria, los insertos que incluyen un patrén de sustitucién de dimetilo
(p. €j., un inserto AEDI 125, un inserto dMeO 325, y un inserto dMeS 330) se encontré que tenian una velocidad
aumentada de incorporacién de nucledtidos durante la SPS.

En diversos ejemplos descritos en la presente memoria, la longitud de las cadenas de carbono en los insertos también
puede variar.

La FIG. 4 muestra una tabla de datos de una ejecucién de secuenciacién de dos colorantes utilizada para evaluar el
efecto del inserto AEDI 125 de la FIG. 1B y del inserto AcLys 315 de la FIG. 3B sobre la calidad de la secuenciacién.
La secuenciacion se ejecuté en una plataforma hibrida Miseq con un molde humano de 550 pb y 2 veces 150 ciclos.
El nuevo conjunto de colorantes, V10/cian-peg4 A-AEDI550S0, V10/cian-peg4 A-AcLys550S0 y V10/cian A-AcLys
550S0 se compararon con el conjunto de colorantes comerciales convencionales V4 y un conjunto de colorantes
mejorado de la plataforma Nova V5.75. Para cada una de las muestras V10/cian-peg4 A-AEDI550S0, V10/cian-peg4
A-AcLys550S0 y VIO/cian A-AcLys 550S0, el valor de escalonamiento (Ph R1) fue menor que los valores de
escalonamiento de las muestras sin los insertos AEDI o AcLys. Por lo tanto, los nucle6tidos marcados que comprenden
los insertos 125 y 315 adicionales demostraron mejoras en la calidad de secuenciacién.

Las FIG. 5A y 5B muestran respectivamente una representacion de la tasa de errores para la lectura 1 y una
representacion de la tasa de errores para la lectura 2 de la ejecucién de secuenciacion de la FIG. 4. Para la lectura 1,
las tasas de error de V10/cian-peg4 A-AEDI550S0 y V10/cian-peg4 A-AcLys550S0 fueron mas bajas que el mismo
conjunto de colorante V10/Cyan-peg4 sin el inserto. Para la lectura 2, es ain mas pronunciado cuando se utiliza el
inserto AcLys 315, donde la tasa de error final se redujo en un 30 % en comparacion con el conjunto de colorante sin
inserto. Por lo tanto, las insertos 125 y 315 han demostrado mejorar significativamente la calidad de secuenciacion.

La FIG. 6 muestra una tabla de datos de una ejecucién de secuenciacién utilizada para evaluar el efecto del inserto
AEDI 125 y del inserto ACA 310 sobre la calidad de la secuenciacion. La secuenciacion se ejecut6 en una plataforma
hibrida Miseq con un molde humano de 550 pb y 2 veces 150 ciclos. El nuevo conjunto de colorantes, V10/cian-peg4
A-AEDI550S0, V10/cian-peg4 A-ACALys550S0, se compararon con el conjunto de colorantes comerciales
convencionales V4 y un conjunto de colorantes mejorado de la plataforma Nova V5.75. Nuevamente, cada una de las
muestras V10/cian-peg4 A-AEDI550S0 y V10/cian-peg4 A-ACA550S0 tiene un valor de escalonamiento (Ph R1) mas
bajo en comparacién con las muestras sin los insertos AEDI o ACA y, por lo tanto, mostraron una mejora en la calidad
de la secuenciacion.

Las FIG. 7A y 7B muestran respectivamente una representacion de la tasa de errores para la lectura 1 y una
representacion de la tasa de errores para la lectura 2 de la ejecucion de secuenciacion de la FIG. 6. Las tasas de error
para la lectura 1 para el conjunto que comprende el nuevo inserto AEDI (V10/cian-peg4 A-AEDI550S0) fueron mas
bajas que el mismo conjunto de colorante sin el inserto, V10/Cian-peg4. El inserto ACA (V10/Cian-peg4 ACA550S0)
arroj6 una representacion de la tasa de error similar en ambas lecturas al V10/Cian-peg4 convencional. AEDI
demostrd, nuevamente, mejorar la calidad de la secuenciacién. Los datos mostraron también que la estructura del
inserto en si esta influyendo en la mejora de la calidad de la secuenciacion.

La FIG. 8A muestra la formula estructural de un enlazador LNs 800 convencional. El enlazador LNs 800 incluye una
primera fraccién funcional amido sustituida 810, una segunda fraccién funcional PEG sustituida con azido 815, y una
tercera fraccién funcional éster 820 que puede desearse en una estructura de enlazador para unir una molécula de
colorante 825 a un nucle6tido 830. La primera fraccion funcional 810 puede, por ejemplo, utilizarse para unir la molécula
de colorante 825 al enlazador LN3 800. La segunda fraccién funcional 815 puede, por ejemplo, ser un grupo funcional
escindible que pueda usarse para escindir la molécula de colorante 825 del enlazador LN3 800. La tercera fraccién
funcional 820 puede, por ejemplo, utilizarse para unir el nucleétido 830 al enlazador LN3 800. La FIG. 8B ilustra alguna
modificacion al enlazador LNs convencional, donde la fraccién fenoxi 850 esta sustituida por uno a cuatro sustituyentes
seleccionados de -NOz2, -CN, halo o -SOsH. Ademas, la fraccién éster 820 se reemplaza por una fraccion amido 855.

La Figura 9A es un grafico que muestra la aparicion de una impureza en un ffA con enlazador SS. Con ffA-SS-
NR550S0, después de la purificacion por HPLC: la impureza aparecié durante la noche en una condicion ligeramente
basica (pH 8-9). T.a. durante una noche en TEAB 0,1 M/CH3CN. La Figura 9B compara la estabilidad de los ffA con el
enlazador SS y el enlazador AEDI, mostrando el enlazador AEDI una estabilidad significativamente mejorada en
comparacion con los enlazadores SS. Se us6 ffA-LN3-NR550S0 como una referencia interna. El producto secundario
disulfuro: (NR550S0-S-)2. La Figura 9C muestra una comparacion de los ffA con enlazador SS y enlazador AEDI en
IMX 60° durante 22 horas, nuevamente mostrando una impureza con el enlazador SS. El control interno es ffA-LN3-
NR550S0. Di-P: difosfato.
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Figuras 10A, 10B y 10C muestran el aumento inesperado de la velocidad de incorporacion de nucleétidos en solucién
con los cambios de enlazador. La figura 10A muestra la velocidad de incorporacion a 1 uM. Los resultados muestran
que el colorante y el enlazador tuvieron un efecto significativo sobre la cinética de incorporacién, mostrando claramente
la tabla 10B el beneficio del enlazador AEDI en la cinética de incorporacion. La Figura 10C muestra de forma
esquematica los enlazadores AEDI y SS con NR550S0.

La Figura 11A muestra diagramas de dispersion para combinaciones de V10 con distintos A-550S0 (misma
concentracién). Los diagramas de dispersion son para el mosaico 1 ciclo 2. La Figura 11B muestra la Kcat de
enlazadores FFA en solucion. Se puede observar que en la superficie, en términos de velocidad de incorporacion, el
enlazador AEDI es mas rapido que ningun enlazador: La nube 'A’ (en el diagrama de dispersion) se mueve ligeramente
hacia el centro. El enlazador AcLys es mas lento que AEDI y que sin enlazador: La nube 'A' se mueve hacia el eje x.
El enlazador BocLys es similar a sin enlazador y no muy lejos del enlazador AEDI. En solucion se puede observar que
el enlazador ACA fue mas lento, mientras que AEDI y ACLys tienen una Kcat similar, seguido por BocLys.

Las Figuras 12A y 12B muestran los parametros de secuenciacion sobre M111, Human550, 2x151 ciclos. Uso de los
ffN en combinacién con distintos A-550S0 (misma concentracién). Se puede observar que tanto el enlazador AEDI
como el BoclLys arrojaron buenos resultados de secuencia similares. Aunque la Kcat en soluciéon de AEDI y la de
AcLys son similares, el resultado de la secuenciacién de AEDI es ligeramente mejor.

El enlazador LNs 800 incluye una fraccion fenoxi 835 opcional que puede eliminarse del enlazador LN3s 800, como se
muestra en la FIG. 8C. El enlazador LN3 800 también incluye una fraccion amido 840 opcional y una fraccion éter 845
opcional, ambas pueden eliminarse del enlazador LN3 800 como se muestra la FIG. 8D. El fin de eliminar determinadas
fracciones funcionales como la fraccion amido 810, la fraccion fenoxi 835, es analizar si tienen interacciones negativas
con la enzima durante la incorporacién de nucleétidos, lo que podria reducir la eficacia de la incorporacion.

La FIG. 8E ilustra la insercion o adicion de una fraccion protectora 860 en el enlazador. La fraccién protectora 860 se
inserta entre la fraccién funcional 810 (o se puede unir a la fraccion fenoxi 835 u 850 en las FIG. 8A-8C) y la molécula
de colorante 825. La fraccion protectora 860 puede, por ejemplo, ser una molécula que proteja frente el dafio del ADN.
El dafio en el ADN, incluido el fotodafo u otros dafos quimicos, es uno de los efectos acumulativos (es decir, ciclo por
ciclo) de la SPS. Reducir o eliminar sustancialmente el dafio del ADN puede proporcionar una SPS mas eficaz y
lecturas de secuenciacion mas largas. En algunas realizaciones, la fraccion protectora 860 se puede seleccionar de
un desactivador de estado de triplete tal como Trolox, acido galico, 2-mercaptoetanol (BME), etc. En algunas otras
realizaciones, el resto protector 860 puede seleccionarse de un reactivo de desactivacion o de proteccion tal como
alcohol 4-nitrobencilico o una sal de acido ascorbico, tal como el ascorbato de sodio. En algunas otras realizaciones,
se puede mezclar fisicamente un agente protector en el tampoén en lugar de formar un enlace covalente con el
nucleédsido o nucleétido marcado. Sin embargo, esta estrategia puede precisar una mayor concentracién del agente
protector y puede ser menos eficaz. Como alternativa, la fraccion protectora unida covalentemente a los nucledsidos
o nucleétidos puede proporcionar una mejor proteccion frente el dafo del ADN. En algunas realizaciones adicionales
de las FIG. 8C, 8D y 8E, la fraccion éster 820 también se puede reemplazar por la fraccién amido 855 y sustituirse la
fraccion fenoxi 835 adicionalmente.

En cualquiera de los ejemplos demostrados en las FIG. 8A-8E, el inserto AEDI 125 y el inserto SS 130 de la FIG. 1B
y los insertos 300 de las FIG. 3A-3F pueden, por ejemplo, insertarse entre la primera fraccién funcional 810 y la
molécula de colorante 825 de enlazador 800.

Ejemplos

Se describen realizaciones adicionales con mas detalle en los siguientes ejemplos que no pretenden de ninguna
manera limitar el alcance de las reivindicaciones.

Procedimiento general de reaccién para preparar ffA-LN3-AEDI-NR550S0:
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En un matraz de fondo redondo de 50 ml, se disolvié Boc-AEDI-OH (1 g, 3,4 mmol) en DCM (15 ml) y se anadié TFA
(1,3 ml, 17 ml) a la solucién a ta. La mezcla de reaccién se agité durante 2 horas. La TLC (DCM:MeOH=9:1) indico el
consumo completo del Boc-AEDI-OH. La mezcla de reaccién se evapor6 hasta sequedad. Después, se anadié TEAB
(2 M, ~15 ml) al residuo y se controld el pH hasta que fuera neutro. La mezcla se disolvié a continuacion en H2.O/CHsCN
(1:1, ~15 ml) y se evapor6 hasta sequedad. El procedimiento se repitié 3 veces para eliminar el exceso de sal TEAB.
El residuo sélido blanco se traté con CHsCN (20 ml) y se agité durante 0,5 horas. Se filtrd la solucién y se lavo el sélido
con CH3CN, se obtuvo sal de AEDI-OH-TFA pura (530 mg, 80 %). RMN 'H (400 MHz, D20, 5 (ppm)): 3,32 (t, J=6,5 Hz,
2H, NH2-CHy); 2,97 (t, J=6,5 Hz, 2H, S-CHz); 1,53 (s, 6H, 2x CHs). RMN '3C (400 MHz, D20, 5 (ppm)): 178,21 (s, CO);
127,91, 117,71 (2s, TFA); 51,87 (s, C-(CHa)2); 37,76 (t, CH2-NH2); 34,23 (t, S-CH2); 23,84 (g, 2x CHs). RMN '°F
(400 MHz, D20, 6 (ppm)): -75,64.

En un matraz de fondo redondo de 50 ml, se disolvié el colorante NR550S0 (114 mg, 176 umol) en DMF (anhidro,
20 ml) y se evapor6 hasta sequedad. El procedimiento se repitié 3 veces. Después, se pipeteé DMA anhidra (10 ml) y
la base de Hunig (92 pl, 528 umol, 3 equivalentes) en el matraz de fondo redondo. Se afadié TSTU (69 mg, 228 umol,
1,3 equivalentes) en una parte. La mezcla de reaccién se mantuvo a ta. Después de 30 minutos, El analisis por TLC
(CHsCN:H20=85:15) indic6 que la reaccion habia finalizado. Se anadié a la mezcla de reaccion AEDI-OH (68 mg,
352 pmol, 2 equivalentes) en TEAB 0,1 M y se agité a ta durante 3 h. La TLC (CH3CN:H20=8:2) mostr6 un consumo
completo del éster activado y aparecié una mancha roja debajo del éster activado. Por otra parte, la HPLC analitica
también indico el consumo completo del éster activado y la formacién del producto. La reaccion se desactivd con
tampon TEAB (0,1 M, 10 ml) y el disolvente volatil se elimindé mediante evaporaciéon a presién reducida (HV) y se
purificé en una columna Axia para obtener NR550S0-AEDI-OH. Rendimiento: 60 %.
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En un matraz de fondo redondo de 25 ml, se disolvi6 NR550S0-AEDI-OH (10 umol) en DMF (anhidro, 5 ml) y se
evaporé hasta sequedad. El procedimiento se repitié 3 veces. Después, se afiadio DMA anhidra (5 ml) y DMAP (1,8 ml,
15 umol, 1,5 equivalentes) en el matraz de fondo redondo. Se afiadié DSC (5,2 mg, 20 umol, 2 equivalentes) en una
parte. La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente. Después de 30 minutos, El analisis por TLC
(CH3CN:H20=8:2) indic6 que la reaccién habia finalizado. La base de Hunig (3,5 ul, 20 umol) se pipeteé en la mezcla
de reaccién. Después, se anadié a la mezcla de reaccion una solucién de pppA-LN3 (20 pmol en 0,5 ml de H20, 2
equivalentes) y EtsN (5 ul), y se agitd a ta durante una noche. La TLC (CH3CN:H20=8:2) mostré un consumo completo
del éster activado y aparecié una mancha roja sobre punto de partida. Por otra parte, la HPLC analitica también indicé
el consumo completo del éster activado y la formacion del producto final. La reaccion se desactivé con tampon TEAB
(0,1 M, 10 ml) y se carg6 en una columna DEAE Sephadex (columna de Biotage de 25 g). La columna se eluy6 con
gradiente como se muestra a continuacién en la Tabla 2.

A: tampén TEAB 0,1 M (CHsCN al 10 %)
B: tampén TEAB 1 M (CHsCN al 10 %).

Gradiente:
Tabla 2
ETAPA Mezcla de disolventes (% de B) Longitud (ml)
1 0 100
2 0-45 50
3 45 100
4 45-100 50
5 100 100

El producto deseado se eluy6 del 45 % al 100 % de tamp6n TEAB 1 M. La fraccion que contenia el producto se
combing, se evapord y se purificd por HPLC (columna YLC, 8 ml/min). Rendimiento: 53 %.

En resumen, la presente invencion se refiere a un nucledsido o nucleétido unido covalentemente a un fluoréforo a
través de un enlazador, en donde dicho enlazador comprende una estructura de férmula (I):

O
X il
z‘& BN
R® R (m,

en donde
R? se selecciona de alquilo C1.6 opcionalmente sustituido de manera independiente, -NR3-C(=O)R¢, o -NR7-C(=0)-ORé;
R* se selecciona de hidrégeno o alquilo C1-s opcionalmente sustituido;

cada RSy R7se selecciona independientemente de hidrégeno, alquilo Cis opcionalmente sustituido, fenilo
opcionalmente sustituido o aralquilo Cr-12 opcionalmente sustituido;

cada R® y R® se selecciona independientemente de alquilo C1-6 opcionalmente sustituido;
cada una de la unidad de repeticion de metileno en

?ME'

p
esta opcionalmente sustituido;

X se selecciona de metileno (CHz), oxigeno (O), o azufre (S);
y

p es un numero entero de 1 a 20.

La estructura de férmula (Il) puede representarse también por la formula (lla), (lIb), (lic), (lld), (lle) o (IIf):
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J\/\/\/H
:‘% " @Ji (Ia), \([3]/ (IIb),

H
:LL,JK(\/\/ N J\JJ.)' 5
HN o) o H
o) (Ilc), (I1d),

0 o)
H
IS o
(Ile) or H .

Mas particularmente, la presente invencion puede referirse a un nucleésido o nucleétido unido covalentemente a un
fluoréforo mediante un enlazante, en donde dicho enlazante comprende una estructura de formula (I1):

0]
‘LL.J%( X \M:\ H %
R® R m,
en donde
R3 se selecciona de alquilo C1-6 opcionalmente sustituido, -NR3-C(=0)R®, o -NR’-C(=0)-OR¢;
R* se selecciona de hidrégeno o alquilo C1-s opcionalmente sustituido;

cada R®y R7se selecciona independientemente de hidrégeno, alquilo Ci.6 opcionalmente sustituido, fenilo
opcionalmente sustituido o aralquilo Cr-12 opcionalmente sustituido;

cada R® y R® se selecciona independientemente de o alquilo C1-6 opcionalmente sustituido;
cada una de la unidad de repeticion de metileno en

}*’H‘E

P
esta opcionalmente sustituida;

X se selecciona de metileno (CHz), oxigeno (O), o azufre (S);

y

p es un numero entero de 1 a 20.

Se prefiere que la estructura de formula (I) también esté representada por la férmula (la):

:555 S/S\/\N}i
H
@ (Ta).

Ademas, la estructura de formula (Il) esta también representada por la férmula (lIb), (lic), (lld), (lle) o (lIf):
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REIVINDICACIONES

1. Un nucledsido o nucleétido unido covalentemente a un fluoréforo a través de un enlazador, en donde dicho
enlazador comprende una estructura de formula (l1):

0

QS(XWH;;
»

R® (m,

en donde

R3 se selecciona de alquilo C1-s opcionalmente sustituido, -NR3-C(=0)R®, o -NR’-C(=0)-OR¢;

R* se selecciona de hidrégeno o alquilo C1-s opcionalmente sustituido;

cada R® y R7 se selecciona independientemente de hidrégeno, alquilo C1.6 opcionalmente sustituido;
cada R® y R8 es independientemente aquilo C1-6 opcionalmente sustituido;

cada una de la unidad de repeticion de metileno en

™
esta opcionalmente sustituida;

X se selecciona del metileno (CHz), oxigeno (O), o azufre (S); y

p es un nimero entero de 1 a 20.

2. El nucledsido o nucleétido de la reivindicacion 1, en donde R® es metilo o alquilo C1-s opcionalmente sustituido.
3. El nucledsido o nucleétido de la reivindicacion 1, en donde R?® is -NH-C(=0)Ré.

4. El nucleosido o nucle6tido de la reivindicacion 3, en donde R es metilo.

5. El nucledsido o nucleétido de la reivindicacion 1, en donde R® es -NH-C(=0)ORé.

6. El nucleésido o nucleétido de la reivindicacion 5, en donde R® es t-butilo.

7. El nucledsido o nucleotido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde R* es hidrogeno.

8. El nucledsido o nucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde R* es metilo o alquilo C+-
6 opcionalmente sustituido.

9. El nucledsido o nucleoétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde pes 10 2.

10. El nucledsido o nucleétido de la reivindicacion 1, en donde la estructura de la férmula (Il) también se representa
o) 0]

%JS/WH?{ ;mk’/\/\/l’jg

HN HN_ _O
) <
o) (ITb), 0 (IIc),

0
??,J$<o\/\/H W
(11d),
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0] @)
H
:‘gﬂ><s\/\/N£ % NG
(Ile) or H .

11. Un kit que comprende un nucledsido o nucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Un reactivo para modificar un nucleésido o un nucleétido, que comprende un fluoréforo y un enlazador segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

13. Un método para la deteccion de un nucledsido o nucledtido que se ha incorporado en un polinucleétido, que
comprende:

(a) la incorporacién de un nucleésido o nucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en un
polinucledtido; y

(b) la deteccién de una senal fluorescente procedente de dicho nucledsido o nucleétido que se incorporé en la
etapa (a).

14. El método de la reivindicacién 13, que comprende ademas proporcionar una cadena de acido nucleico molde y
una cadena de acido nucleico parcialmente hibridada, en donde la etapa (a) incorpora en la cadena hibridada al menos
un nucledsido o nucleétido que es complementario con un nucledsido o nucleétido en la posicién correspondiente de
la cadena molde, y en donde la etapa (b) identifica la base del nucledsido o nucleétido incorporado, indicando de este
modo la identidad del nucledsido o nucleétido complementario de la cadena molde.

15. Un método de secuenciacion de una molécula de &cido nucleico molde, que comprende:

incorporar uno o0 mas nucleétidos marcados en una cadena de &cido nucleico complementaria con el acido nucleico
molde;

determinar la identidad de la base presente en uno o mas nucleétidos marcados incorporados para determinar la
secuencia de la molécula de acido nucleico molde;

en donde la identidad de la base presente en dichos uno o mas nucleétidos marcados se determina detectando
una sefal fluorescente producida por dichos nucleétidos marcados; y en donde al menos un nucleétido marcado
incorporado es un nucle6tido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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