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Inventia de fatd se refera la ne-
cleozide, nucleotide si aligonucleotide, cu-
plate cu coloranti fluorescenti si la un
procedeu de obtinere a acestora.

Oligonuclectidele marcate si-au
gasit deosebit de multe utilizari in tehno-
logia genelor, decarece manipularea lor
este mai usoard decédt a sondelor ADN
folosite pana acum ca probe de hibri-
dizare, si care se obtin prin digerarea de
restrictie din materialul genetic nativ.

Oligonuclectidele, care se folosesc
sub forma asa numitelor oligonucleotide
ADN "antisens", pot actiona in mod regu-
lator in fenomenul din celuld si castigad cu
aceasta o importantd din ce in ce mai
mare, de exemplu, pentru cercetarea in
vivo a expresiei proteinelor. Mecanismul
decurge, conform cunastintelor actuale,
prin actiuni de schimb ADN-ADN, ADN-
ARN si ABN-ARN, dar nu ese inca
clarificat in detaliu.

In vitro servesc oligonuclectidele
marcate, de exemplu, pentru
identificarea fragmentelor de gene in
cadrul unei banci de gene, sondad si
identificdnd cu ajutorul oligonuclectidei
marcate probele colorate ale bancii de
gene.

Pentru a putea realiza astfel de
cercetdri in vitro sau in vivo, oligonucle-
otidele trebuiesc marcate, asa cum s-a
mentionat deja. Pe langd marcarea
radioactivad prin izotopi adecvati, se folo-
sesc deja, ca formd a unei modificari
neradioactive, coloranti de fluorescenta,
care dau posibilitatea unei manipuldri mai
usoare si nepericuloase.

Pana acum s-a folosit 0 asemenea
tehnicd cu succes, pentru secventarea
ADN. In aceastd ordine de idei, s-au
realizat Tnceputuri bazate in principal pe
metoda lui Sanger (F.Sanger, S.Nickeln si
S.Coulson, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 74,
5463 (1977).

Adaosul de fluorescenta se prinde,
fie la capatul 5' al oligonuclectidei (L.E.
Hood, L.M. Smith si C.Heiner, Nature
321, 674 (1986)), sau la baza nucleului
(J.M.Prober, G.L.Trainor si R.J.Dam,
Science 238, 336 (1987)) (G.L. Trainor,
Anal.Chem. 62, 418, (1990)). Un
dezavantaj esential al - procedeului
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mentionat la urma se bazeaza pe faptul
ca adaosul de fluorescentd se introduce
n timpul sintezei, adicd in timpul
polimerizarii. Aceastd treapta de proce-
deu are drept consecintd, faptul ca se
mai pot introduce pentru sinteza numai
cateva polimeraze, ca acceptia triofos-
fatilor prin polimerazad scade si cd in
afara de aceasta este necesar un exces
mare de substrat.

Introducerea adaosului de fluores-
centa nu este nsa limitata la secventarea
Sanger. Este cunoscutd si secventarea
chimica dupa Maxam-Gilbert cu adaosul
de fluorescentd (H.Voss, C. Schwager,
U.Wirkner, B.Sproat, J.Zimmermann,
A.Rosenthal, H.Erfle, J.Stegemann si
W.Ansorge, Nucl.Acids Res. 17, 2517
(1989)).

In mod analog la aceasta mai este
descrisa si cartarea fragmentelor de
restrictie cu detectori de fluorescenta
(A.V.Carrano, J.Lamerdin,
L.K.Aschworth, B.Watkins,
E.Branscomb, T.Slezak, M.Raff, P.J. de
Jong, D.Keith, L.McBride, S.Meister,
M.Kronick, Genomcs 4, 129, (1989)) si
S.Brenner si K.J. Livak, Proc.Natl.
Acad.Sci.USA 86, 8902 (19889).

Acum s-a gasit, ca un colorant de
fluorescentd se poate cupla printro
grupa amino sau tiol n pozitia 3-(2') (in
asezarea alfa sau beta) a unei oligonucle-
otide si acest compus se poate folosi in
mod favorabil pentru sinteza de contra-
linii in prezenta unei linii de templat sau
de oligonucleotide precum si pentru
detectarea de material genetic /n vivo si
in vitro.

Astfel, inventia se refera la nucleo-
zide, nucleotide si oligonucleotide cu
coloranti fluorescenti avand formula
generala (1):

TS
T

R r?

in care R' este o bazd de purind sau
pirimiding, cel putin unul din radicalii R® si
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R? este un colorant de fluorescenta legat
printr-o grupd de amino sau tiol in pozitia
alfa sau beta si cellalt radical reprezinta
eventual hidrogen, o grupad hidroxil, o
grupd hidroxil protejatd sau metoxi in
pozitia affa sau beta, n este un numar >
0; R* este o grupa de protectie 5' sau un
radical fosfat, pirofosfat, triofosfat, R®
este oxigen, fluormetilend, difluormetilena
sau metilend, R® reprezintd o grupa
hidroxil sau metoxi, sau hidrogen in
pozitia alfa sau beta, R', R® si R® putand
avea semnificatii identice sau diferite, Y si
X este oxigen, sulf, NH sau un radical
metilen, X si Y putadnd fi identici sau
diferiti.

Inventia se refera si la un pro-
cedeu pentru obtinerea nucleozidelor,
nucleotidelor si oligonucleotidelor cuplate
cu coloranti de fluorescentd, prin
transformarea grupei OH care se
gdseste in pozitia 2' si/sau 3' a
nucleozidei, nucleotidei sau oligonu-
cleotidei, se transformd@ intro grupa
amino sau tiol si apoi se cupleazad cu un
colorant fluorescent. De asemenea,
inventia mai contine utilizarea compusilor
cu formula generald | la: a) sinteza de
contra-inii in prezenta unei linii de
templat; b) sinteza unor nucleotide
definite; c) detectarea lor in vivo si in vitro
si d) detectarea de acizi nucleici in vivo si
in vitro.

Compusii cu formula generald |
sunt sintetizati in esentd conform meto-
delor cunoscute in literaturd (M.Gait,
Oligonucleotide Synthesis, JRL-Press,
Oxford 1984).

Pentru cuplarea colorantului la
pozitia 3' si/sau 2', se porneste de la un
compus cu formula (ll), de preferintd de
la o nucleogzida.

]

O=pP---X=-1 -Q
e —-n 7

Compusul cu formula ll, In care
R'-RE, X, Y si n au semnificatiile indicate
mai sus, substituentii putdnd sa fie
identici sau diferiti si R’ sau R® reprezintd
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hidrogen, o grupa hidroxil, sau hidroxil
protejat, sau metoxi, care se folosesc
pentru cuplare. Cuplarea colorantului are
loc prin grupa de hidroxil aflaté in pozitia
3' si/sau 2' prin introducerea unei amine
sau a unui tiol.

Pentru introducerea azidei se
introduce 1n pozitia 3-(2') o grupa
Leaving. Ca grupa Leaving sunt valabile,
de preferintd, grupa triflat, mesilat sau
tiosilat. Introducerea azidei are loc printr-
un atac nucleofil cu azida, de preferinta
azida de litiu. Din atacul necleofil al unui
tiolat sau al unui tiolat protejat cu S,
rezultd tiol sau tiolul protejat.

Stereochimia doritd a parti de
zaharida a nucleozidei se poate realiza cel
mai bine prin substitutii SN2,

Grupa amino se poate obtine Tn
mod simplu prin intermediul azidei si prin
reducerea in continuare la amina (lit.:
W.S.Mungall si R.L.Letsinger, J.0rg.
Chem. vol.40, nr.11, 1658 [{1875)). Se
preferd Tn aceastd treaptd reactia
Stauding cu trifenilfosfind si apd (Lit.:
M.May si J.W.Engels, Nucl.Acids. Res.
17, 15, 8873 (1889).

Toti compusii au fost determinati
prin NMR, analizd elementara, UV, IR
etc., In ceea ce priveste constitutia si
configuratia lor.

Dupad terminarea policonden-
sarii,grupa liberad de 3'{2')}-amino sau de
tiol a partii de zaharida poate reactiona la
capatul 3' al ADN cu un colorant de fiuo-
rescentd conform procedeelor cunoscute
in literaturd, (Hunkapiller, Nucl. Acids.
Res., 13, 2399, 1985; Hodges R.R. et
al. Biochemistry, vol. 28, 261 (1888])).

In mod alternativ, grupa amino se

obtine si prin reactia Mitsunobu
(Synthesis, vol.1, 1881, pg.1]) si
corespunzator reactiei descrise de

Yamamoto et al. (J.Chem. Soc. Perk.
trans.l, 1, 306, 1980).

Cuplarea colorantului cu fluores-
centd prin grupa de tiol are loc in mod
analog. Totusi, n loc de grupa de azid3a,
se poate introduce o grupa de tiol sub
forma protejatd sau neprotejata.

Cuplarea colorantului de fluores-
centd la grupa libera amino sau la functia
de tiol al nucleozidei, nuclectidei sau
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oligonucleotidei poate avea loc i mod
alternativ si dupd utilizarea acestora.
Este, de exemplu, posibil, sa se realizeze
reactia colorantului de fluorescenta dupa
treapta de terminatie a reactiei de sec-
ventare ADN sau ARN, prin aceea ca
Tntregul precipitat se marcheaza cu colo-
rantul de fluorescenta.

Drept colorant de fluorescenta se
pot utiliza n principiu toti colorantii care
se pot obtine Tn mod obisnuit din comert,
care reactioneaza cu 0 grupa amino sau
tiol, de preferintd, fluoresceine,
rodamine, rosu de Texas, NBD (4-fluor-7-
nitrobenzofurazan de la Sigma) cumarine,
fluorescamine, succinilfluorescine  si
dansile.

Amestecul de reactie derivatizat
poate fi desfacut printr-o gel-electroforeza
si poate fi detectat prin fotometrie sau
spectroscopie in laser (H.Swerdlow si
R.Gesterland, Nucl.acids. Res. 18, p.
1415 (1980)). S-a dovedit a fi utilizabila
cu succes si electroforeza capilara (A.S.
Cohen at al.,, P.N.AS. US 85, 8660
(1988)), de exemplu cu geluri de
acrilamida, detectarea are loc apoi de
preferintd la iesirea din capilar (H.
Swerdlow, S.Wu, H.Harke, N.Dovichi,
Chromatography 516, 61 (19390]).

Pornind de la un compus cu
formula |, care posedd in pozitia S' un
triofosfat, se poate realiza cu ajutorul
unui primer oarecare si a unei linii de
templat cu ajutorul unei palimeraze, adica
a unei enzime, care in prezenta unor
substrate adecvate sintetizeaza o copie
fidela complimentard a secventei, n
prezenta a patru nucleozidtrifosfati, sin-
teza liniei duble de ADN, de preferinta, cu
ajutorul polimerazei T7 sau Taq, a poli-
merazei ADN | si a transcriptazei
reverse. Ca grupe de protectie 5', sunt
valabile grupa tritil, metoxi sau dimeto-
xitritil (Gait, Oligonuclectide Synthesis,
JRL-Press, Oxford 1384).

Terminarea sintezei se poate
determina Tn mod specific prin folosirea
unei nucleotide A, C, G, T 3'{2'}-amino
modificate cu formula I, Tn mod specific.
Acest lucru este de o deosebitd
importantd pentru sinteza contraliniilor
ADN Tn prezenta unei linii de templat si
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cu aceasta si pentru secventarea liniilor
ADN, deoarece folosirea unei nucleotide
modificate realizeaza o intrerupere foarte
specificd din punct de vedere a bazei
reactiei.

Sinteza nucleozidelor ARN, nucleo-
tidelor si oligonucleotidelor are loc intr-un
mod analog.

In afara de aceasta, este posibild
sinteza oligonucleotidelor derivatizabile cu
ajutorul unei nuclectide de pornire, care
variaza la capatul 3'{2') ca amino sau tio
si care a fost fixatd la un purtator
polimer.

Ca oligonucleotide sunt valabile
toate nucleotidele ADN si ARN abtinute in
sensul de pana acum, totusi, de prefe-
rintd, Intr-o lungime de 2 pana la 100,
deosebit de preferabil 12 la 50 nucleo-
tide (sintezéd chimicd) respectiv intr-o
lungime de pana la cca. 3000 (nucleotide
din sinteza enzimatica), in functie de
eficienta polmerazei utilizate.

Sinteza oligonucleotidelor are loc
pornind de la complexul suport-nucleotide
de pornire, In sensul de pana acum,
adica in directia 3' si 9' si da posibilitatea
sintezei unei oligonucleotide cu secventa
definita.

Fixarea nucleozidei ca materie
prima de pornire, pe suportul obisnuit din
comert are loc printr-un brat de legatura
care se poate scinda dupd sinteza; de
exemplu, printr-0 legatura cu acid
succinic cunoscutd n literatura, sau
printr-o legatura cu uretan (Efimov et al.
Nucl. Acids. Res. 11, 8369, 1983).

Dupa ce sinteza a avut loc,
oligonucleatida trebuie sa fie scindata de
suport cu ajutorul unor reactivi adecvati.
Derivatizarea cu un colorant de fluores-
centd are loc direct dup@ aceea.

Oligonucleotidel astfel sintetizate si
modificate la capatul 3'{2') pot sa fie
folosite apoi pentru detectarea de
exemplu a oligonucleotidelor comple-
mentare.

Inventia de fatd prezintd urma-
toarele avantaje:

- obtinerea unei contralinii mar-
cate are loc in acelasi timp cu ruperea
liniei prin nucleotida finala 3'{2'}-amino
sau tiomaodificats;
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- prin  marcarea cu colorant de
fluorescenta a acesteia in pozitia 3'(2')
este posibila in afard de aceasta, o
detectare fara pericole;

- la obtinerea oligonucleotidelor
definite exact, prin marcarea 3-(2')-
amino nuclectidei de pornire sau tiol-
modificate cuplate de un suport, sinteza
exactd a sintezei oligonucleotidei este le-

gata cu posibilitatea marcarii prin
(o] T
oJ ! ° -
HO—Q-->O-P-O_Q
!
o
N
N3 3

5'-monofosfat-3*-azido-3-dezoxi-
ribozid-timidind

3'-azidotimidina (sigma) (160 mg,
0,6 mmol) se dizolva sub agitare in 10
ml trietilfosfat. Cu o pélnie de picurare
se adauga solutiei la 4°C, 0,2 ml POCl,
in 6 ml trietifosfat. Dupd 24 h se
neutralizeaza cu 50 ml de solutie
saturatd de NaHCO, si se scutura de
cite doud ori cu 60 mi toluen si 100 ml
de eter. Faza apoasa se dilueaza cu apa
distilatd la 500 ml si se incarca intr-o
coloand de schimbatori de anioni
(FSephadex A-25; 50 x 2,5 cm), care
prin incarcare in exces cu 200 ml
tampon 0,2 M TBK (tampon de
bicarbonat de trietilamoniu; pH-ul s-a
autoreglat la 7,5) mai contine HCO,
drept contra-ion. Apoi se purificd prin
incércare in exces de apa distilata 300
ml si se elueaza mai intdi cu 200 ml
tampon 0,1 M TBK si apoi cu un
gradient linear de 0,1-0,2 tampon M
TBK (volum total de gradient 1350 ml).
In cromatograma se aratd un maxim
care este specific produsului. Produsul s-
a eluat la o concentratie a tamponului de
0,12 pana la 0,15 tampon TBK. Frac-
tiunile rﬁJozit:ive de 20 ml DC se unifica si
Se concentreaza prin uscare cu con-
gelare. Bicarbonatul de trietilamoniu se
indeparteaza prin adaos repetat de
etanal. Produsul rezultd ca o sare alba,
cristalind de trietilamoniu. ,

Cantitatea obtinuta: 220 mg (ran-
dament 56,2 %); greutate moleculard
651,81, R, (amoniac: izoprop.:apa 10:
70:20); 0,40; 300 mHz-'H-NMR (D,0):
1,36 (t, 3H, CH3); 1,90 (s, 3H, CH);
2,50 (m, 4H, 2', 2"-H); 3,18-3,30 (dd,
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fluorescenta si cu o detectare exacta.

Se dau, mai jos, exemple de
realizare a inventiei.

Exemplul 1. (1) 3- sau 2-amino
sau azido-nucleozid-5-trifosfati anomeri

Sinteza 5'-triofosfat-3'-amino-3'-de-
zoxiribozid-timidinei are loc conform
schemei de mai jos:

o T

o T
—Q—-s-sop-o_‘( J
93
NH,

Ng

93

2H, CH,); 4,10 (m, 1H, 4'H); 4,3 (m,
1H, 3-H); 6,31 (t, 1H, 1H); 7.7 (s,
1H, 6-H); 11,50 (s, 1H, NH], 300 MHz
"P-NMR (85 % = conc. H,P0, extern,
D,0): 1,23 (s, 1P).

5'-triofosfat-3"-azido-3"-dezoxi-
ribozid-timidind

o'-monofosfat-3'-azido, 2'-dezoiri-
bozid-timind ca sare de trietilamoniu
(130 mg, 0,2 mmol) se dizolvd in 6 mi
DMF abs. (dimetilformamidd) si solutiei
i se adauga la 25°C N',N'-carbonil-diimi-
dazol (162,15 mg, 1 mmol} in 3 ml
DMF abs. sub agitare. Dupa un timp de
reactie de 2 h, se adauga 1 ml metanol
abs., se agitd incad 15 min si se indepar-
teazd metanolul prin distilare. Reziduul
se trateaza cu 5 ml dintr-o solutie 0,2 M
de pirofosfat de tri-n-butilamoniu in BMF
Sl se agita peste noapte la temperatura
camerei. Se filtreazd precipitatul si se
agita peste noapte la temperatura came-
rei. Se filtreaza precipitatul constand din
pirofosfat de imidazol, se spala cu 20 mi
DMF si se concentreaza filtratul pe eva-
poratorul rotativ. Reziduul se dizolva in
250 ml tampon TBK 0,1 M si solutia se
incarca intr-o coloana de schimbéator de
anioni Sephadex A-25 incarcata cu HCO
3 Se purificd produsul prin alimentarea n
exces de 200 ml apa distilatd si se
elueaza cu un gradient linear de O pana la
0,5 M tampon TBK (volum total de
gradient 2000 ml). In cromatograma
apar doud maxime, dintre care prima es-
te a produsului monofosfat, iar al doilea a
produsului initial. Produsul obtinut s-a
eluat la o concentratie a tamponului de
0,30 péna la 0,35 M TBK. Fractiunile
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pozitive de 20 ml se unifica si se
concentreazad prin uscarea cu congelare.
Bicarbonatul de trietilamoniu se indepar-
teaza prin adaos repetat de etanol.
Produsul rezultd ca sare alba, cristalina
de trietilamoniu.

Cantitatea obtinuta: 92 mg (50,4
%); greutatea moleculara: 911,95; R;
(amoniac:izotrop:apa 10:70:20); 0,14;
300 MHz?'P-NMR (P-NMR (P-NMR
(H;PO,extern 85 %, DJ,0):-10,74 (d,
2Jpp=22,1 Hz, 1P, atom alfaP); -11,45
(d.?J,,=21.9 Hz, 1P, atom gamaP); -
22, 99 (t, EJ =20,3 Hz, 1P, atom beta
P).

5'-triofosfat-3"-amino-3'-dezoxi-
ribozid-timidina

5'-triofosfat-3'-azido-3',2'-dezoxi-
ribozid-timina (68 mg, 0,75 mmol]) se
dizolvd in 5 ml dioxan-apa distilata (2:1)
si se trateaza sub agitare la temperatura
camerei cu trifenilfosfind (200 mg, 0,75
mmol). Amestecul de reactie se agita la
25°C timp de 30 h si apoi se scoate
solventul. Reziduul se dizolvad in 30 ml
apa distilatd si se extrage de trei ori cu
cate 30 ml eter. Faza apoasd se
dilueaza la 150 ml si se Incarcd solutia
intr-o coloand de schimbator de anioni
Sephadex A-25 incarcatd cu HCO; . Se
purificd produsul prin trecerea prin
exces a 200 ml de apa distilata peste
el si se

OH
1-(3'-azido-2', 3'-didezoxi-5'-0O-
dimetoxitritil-beta-D-treopentofuranozil -
timing
La o solutie de S'-dimetoxitri-

tiltimidind (descrierea vezi M. Gait,
Oligonucleotide Synthesis, IRL Press
(1984), p. 27) (5,98 g, 11 mmol),

trifenilfosfina (3,076 g, 11,73 mmol) si
azida de litiu (3,1 g, 55 mmoal) in 37 ml
DMF uscat se adauga sub agitare
tetrabromura de carbon (11,81 mmol,
4,10 g). Se agita depunerea la tempe-
ratura camerei timp de 56 h si se
adauga apoi 15 mi metanol. Produsul se
precipitd apoi in 800 ml apa distilata
rece ca gheata. Precipitatul se reia in
cloroform si se purificd prin croma-
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elueaza cu un gradient linear de tampon
TBK, O pana la 0,5 M (volum de
gradient 2000 ml). Cromatograma arata
trei maxime, din care primul reprezintd
compusul de monofosfat 6, al doilea al
produsului si al treilea varful eductului 7.
Produsul a fost eluat la o concentratie a
tamponului de 0,40 pana la 0,42 M
TBK. Fractiunile pozitive de 25 mil se
unesc Si se concentreaza prin uscare cu
congelare. Bicarbonatul de trietilamoniu
se Indeparteaza prin adaos de etanal.
Produsul rezultd sub forma unei sari
albe-amarfe de trietilamoniu.

Cantitatea obtinuta: 57 mg (85,7
%); greutate moleculard: 885,90; R
(amoniac: izoprop.: apa
10:70:20):0,08; 300 MHz-'H-NMR
(D,0): 1,30 (t, 3H, CHy); 1,92 (s, 3H,

CH,) 2,64 (m, 4H, 2, 2"H);, 3,19 -
3,21 (dd, 2H, CH,); 4,26 (m, 1H, 4
H), 441 (m, 1H, 3-H); 6,34 [t

°J,,=6,74 Hz, 1H, 1-H); 7,68 (s, 1H, 6&-
H] 11,50 (s, 1H, NH). 300 MHz*'P-
NMR (H;PO, extern 85 %, D,0); -10,75
(d, 3 =22 Hz 1P; atom alfa P); -11,45
(d, EJ =21,9 Hz, 1P, atom P gama); -
22, 05 (t, 3J ,=20,4 Hz, 1P, atom beta
P).

Exemplul 2. Sinteza de 13-
amino-2', 3'-didezoxi-5'-trifosfat-beta-D-
treopentofuranozil)-timind are loc con-
form schemei de reactie de mai jos:

oT

yaman |
_____ > e -409P3-° NHo

tografia in Flash (ester acetic: nhexan
=3:1). Valoarea Rcloroform: metanal,
9:1 =0,52.1R (cm"): 2100 azida, ran-
dament 80 %, 4,85 g.

1-(3"-amino-2-3"-didezoxi-5"-0-
dimetoxitriti-beta-D-treopentofuranozil}-
timina.

La o solutie agitata de 1-{3-azido-
2',3'-didezoxi-5'-O-dimetoxitritil-beta-D-
treopentofuranozil}-timind (0,5 g, 0,8
mmol) se adaugd 0,15 g trifenilfosfina
(1,3 g, 4,94 mmol) si se lasd sa
reactioneze timp de 4 h.

Pentru hidrolizarea fosfiniminei
amestecul se trateaza cu 3 ml de apa
distilatd si se agitd Tncd@ 3 h. Dupa
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separarea prin rotire a solventului se
purificd uleiul rdmas prin cromatografie
cu flash (cloroform:metanol 99:1 = 1%
trietilamina). Valoarea R; in acelasi mediu
de circulatie = 0,27. Amina se coloreaza
in violet prin tratare cu ninhidrind n
cromatografia in strat subtire (DC).
Randament 87,5 %, 0,42 g. Produsul
aratd spectrul corespunzitor "H-NMR.
Pentru transformarea in con-
tinuare la S5-trifosfat, deci in 1-(3'-amino-

(2,2"-anhidro-1-beta-arabinofuranozil}-
uracil

La o solutie din 19 g (77,8 mmol)
uriding si 22,2 g (103,6 mmol) difenil-
carbonat in 75 ml dimetilfformamida abs.
s-au adaugat 0,5 g (5,83 mmol] car-
bonat-hidrogen-sodiu. Dupd o dizolvare
completd se incalzeste lichidul limpede
incolor la o temperaturaé de 150°C timp
de 30 min. Dupa réacire, se toarna
solutia rece Tn eter absolut. Se decan-
teaza eterul de precipitatul format si se
cristalizeaza produsul brut din 1650 ml
metanol. Dupa@ uscare se obtine o
pulbere alba, cristaling.

Punct de topire: 238°C; MS:
227; valoarea R; 0,31 clorurd de
metilen/metanol 8:2; randament 9,22 g
(52,3 %) 'H-NMR 60 mHz corespunde
indicatiilor din literatura.

2“-azido-2"-dezoxi-uridind

1,16 g (10 mmol) azida de litiu se
incarca sub agitare In 25 ml DMPU
absolut (1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2-
(1-H)pirimidinol). Suspensia se incélzeste
la 120°C, solutia de reactie colorandu-se
n negru. Dupd 3 zile se dilueaza solutia
- neagra cu 80 ml apa si se extrage de 2
ori cu 100 ml clorurda de metilen. Se
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2',3"-didezoxi-5'-trifosfat-beta-D-treopen-
tofuranozilltimina se Tndeparteaza grupa
de dimetoxitritii, Tn mod analog ca la
M.Gait Oligonucleotide synthesis, IRL
Press p.49 (1884) si se realizeaza
cuplarea triofosfatului la pozitia 5', asa
cum se mentioneaza in exemplul 1.

Exemplul 3. Prepararea 2'-ami-
no-2'-desoxi-o5'-trifosfat-uridinei, se reali-
zeaza conform schemei de reactie de mai
jos:

OH N4

spald fazele organice reunite inca de
patru ori cu apd si se concentreaza intr-
un evaporator rotativ. Reziduul solid ca
smoala se purificd cromatografic n
coloand cu gel de silice. (Clorura de
metilen/metanol) 8:2). Dupd rotirea
reziduului uleios negru se purifica inca de
doud ori pe bazd de gel de silice
(acetona:metanol, 8:3 si acetond: ester
acetic, 1:1). Se aobtine o sticla incolora
omogena (DC) (valoarea R, clorura de
metilen/metanol 8:1=0,61. Cantitatea
obtinutd 2,035 g (30 %). 1R (fim de
cloraform):

2120 cm 'MS (FAB): 270. Produsul
posedd spectrul asteptat 'H-NMR.

Prepararea 2'-amino-2-dezoxi-5'-
trifosfat-uridinei are loc prin acilarea n
pozitia 3' selectivd a functiei hidroxil.
Introducerea grupei 5-trifosfat se reali-
zeaza apoi in mod analog cu exemplul 1.
Dupa dezacilare la pozitia 3' azida se
reduce prin tratare cu trifenilfosfind (ca n
exemplul 2) la amina.

Exemplul 4. Sinteza 3-amino-2',
3'didezoxi-5-trifosfat-adenozinei se reali-
zeaza conform schemei de reactie de mai
jos:
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NPbenzoit 9-({5-0-benzoil-2dezoxi-beta-D-
treo-pentofuranogil}-adenind

0 suspensie de 820 mg (2 mmol)
N®,5'0-dibenzoil-2-deoxiadenczind (s-a
preparat prin metoda descrisd de s
Nishino et al., Nucleosides & Nucleotides
1986, 5, 159) in 30 ml diclormetan
abs. (contine 2 ml piridind) se raceste la
30°C si i se adauga incet prin picurare 5
ml dintr-o solutie de anhidrind a acidului 10
trifluormetansulfonic in diclormetan (10
vol.-%). Dupa indepartarea baii de racire,
se lasa solutia sa se Incalzeasca si i se
adauga 1 ml de apa. Dupa 3 h se adauga
inca 5 ml apa si se spala faza organica. 15
Dupa indepartarea solventului, reziduul
rdmas se dizolvd n 50 ml metanol si se
adaugd 100 mg bicarbonat de sodiu. Se
mai agitd alte 2 h la temperatura
camerei, se neutralizeaza cu acid acetic 20
10 %, se separa solventul prin distilare si
se purificd prin cromatografie n flash
peste gel de silice (cloroform:metanol
97:3). Cantitatea obtinutd 710 mg (1,48
mmol)] 75 % valoarea R; cloroform: 25
metanol 97:3 = 0,48. MS = 458.

3“-azido-2',3-didezoxiadenozind

O solutie de 920 mg (2 mmol) N°-
benzoil-8{5-0-benzoil-2-deoxi-beta-D-treo-
pentofuranozil}-adenind in 20 mi diclor- 30

Prepararea 3-amino-2',3'-didezoxi- 35
S'-trifosfat-guanozinei are loc pornind de
laN2-izobutiril-5'-0-benzoil-2'-dezoxigua-
nozind, care se poate prepara prin me-
toda lui Nishino et al. (Nucleosides &
Nuclectides 95, 159, 1986). Transfor- 40
marea nucleozidei in 3-azidd are loc
analog cu prepararea descrisd@ in
exemplul 4. Trebuie sa se tind seama n
acest caz, ca tratarea cu solutia
amoniacald de metanol sa nu se mai 45
faca, deoarece indepartarea grupei de
protectie izobutiril are loc abia dupa
introducerea grupei de trifosfat si inainte
de reducerea azidei la amind. Trans-
formarea Tn trifosfat are loc si la so
guanozind dupa metoda mentionata la
exemplul 1. Reducerea la amind este

14

metan abs. (si 2 ml piridind) se raceste
la 30°C. Apoi se adauga prin picurare 5

~ mi (3 mmol) dintro solutie de anhidrina a

acidului trifluormetansulfonic n diclor-
metan abs. Se indeparteazd baia de
racire, se agitd ncad 20 min si se adauga
la solutie 980 mg (20 mmol) azida de
litiu in 20 mi DMF. Dupa o agitare de
incad 2 h la RT, se adaugd 50 ml ap3 si
150 ml cloroform, faza organicd se
scutura si se spald cu apa distilatd. Se
indepérteaza solventul pe rotavapor si se
trateazd cu solutie amoniacald de
metanol pentru Tndepartarea grupei de
protectie a bazei peste noapte. Dupa
indepartarea din nou a solventului se
purificd prin cromatografie in flash
(cloroform: metanol 95:5) peste gel de
silice. Cantitatea obtinutd: 430 mg (1,6
mmol, 79 %] pulbere alba, cristalina. IR:
2.100 cm™ grupa de azido.

3-amino-2',3-didezoxi-5"trifosfat-
adenozina

Obtinerea trifosfatului 5' are loc In
mod analog cu exemplul 1. Apoi se
reduce azida ca in exemplul 2 la amina.

Exemplul 5. Sinteza 3%-amino-
2',3-dide zoxi-5'-trifosfat-guanczinei se
realizeazd conform schemei de mai jos:

descrisa in exemplul 2.

Sinteza 3-amino-oligomerilor si
marcarea ulterioara cu 3'-fluorescenta.

"Exemplul 6. Sinteza unui
oligomer din 20 nucleotide

SHN-TTTTTTTTITTITTITIITrIi 1%
are loc pornind de la 3-amino-3'-dezoxi-
timidind protejatd prin 5'-dimetoxitritil.
Prepararea acestui compus are loc
conform descrierii din exemplul 1. Se
porneste in acest caz de la AZT (azido-3-
dezoxiribosid-timidind) protejatd de 5%
dimetoxitritii care se poate prepara din
AZT si clorura care se poate prepara din
AZT si clorura de dimetoxitritil conform,
care se poate prepara din AZT si clorura
de dimetoxitritii, conform metodei lui
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M.Gait (Oligonucleotide Synthesis, IRL
Press 1984, pag.27).

Apoi, compusul se reduce, asa
cum se descrie in exemplul 1, cu trife-
niffosfind. Treapta urmatoare este pre-
pararea materialului de suport. Pentru
aceasta se incarcd 200 mg 5-0{(4.4-
dimetoxitritil)-3'-amino-3'-dezoxitimidina in
700 pl piridind abs. La aceasta solutie se
adaugd 45 mg DMAP (dimetil
aminopiridind) si apoi 40 mg anhidrida
acidului succinic. Dupa ce se lasa sa
stea peste noapte, se hidrolizeaza
anhidrina rdmasa a acidului succinic prin
adaos de 10 pl apd. Se co-evapora de
trei ori cu toluen si se preia reziduul n
12 mi clorurd de metilen, se spald cu 4
ml acid citric rece (10 %) si de doua ori
cu 4 ml apa. Se usucad faza organica
peste sulfat de sodiu, se concentreaza
volumul de solvent si se dizolva substanta
cu 1 ml clorurd de metilen. Aceasta
solutie se lasé sa picure incet sub agitare
in 30 mi n-hexan. Precipitatul separat se
absoarbe si se usucé la 40°C n vid cu
pompa de ulei. Prepararea mai departe
a materialului de suport pe baza de CPG
are loc conform protocolurilor standar-
dizate si pentru prepararea oligomerului
din 12 nucleotide se Ilucreaza mai
departe cu ciclul Standard (ABlI 380A
User Bulletin, Issue No. 36m Juli 1986)
pe un ABl 380 A DNA Synthesizer
conform procedeului fosforamidit. Dupa
separarea grupelor de protectie si
scindarea 3'-aminooligonuclectidei de
substanta de suport se purificd conform
standardului si se caracterizeaza. Rezul-
tate mai bune se pot obtine in acest caz
prin metode de cuplare mai labile in ceea
ce priveste bazele pentru legarea de
subsanta purtdtoare. Este favorabild
substitutia amidei acide care trebuie
scindata printr-o functiune uretanica, asa
cum aceasta s-a descris la Efimov
(Nucleic Acid Res. 11, 8368, 1883].

Exemplul 7. Sinteza unui oligomer
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din 23 nucleotide cu capat de 3-amino,
3'-H,N-ACACCCAATTCTGAAAATGGAT-5'
are loc conform descrierii din exemplul 1.
Purificarea si caracterizarea are loc prin
metode standard.

Exemplul 8. Derivatizarea care
urmeazd a oligomerilor la terminatia 3'-
amino are loc cu izotiocianat de fluor-
esceina. SO nmol 3'-amincoligonucleotida
se dizolva intr-un vas Eppendorf in 25 ul
dintr-o solutie de 500 mM carbonat acid
de sodiu. Se adauga 20 il dintr-o solutie
FITC (Sigma) in DMSO0. Dupa un timp de
reactie de 6 ore la temperatura camerei
amestecul de reactie se purifica prin
trecerea intr-o solutie de 20 mM acetat
de amoniu printr-o coloana Sephadex G-
25, Oligomerul 3-FITC a fost analizat atat
prin analizd HPLC prin detectare cu
fluorescentd cat si prin detectare UV.

Rezultatele HPLC au fost verificate
si prin analiza prin electroforeza in capi-
lare cu gel (firma Dionex].

Formula izocianatului de fluores-
ceind este urmatoarea:

C=S§
N?

Exemplul 9. Ambii aminooligomeri
din exemplul 1 si 2 se lasd sa reac-
tioneze conform procedeului descris n
exemplul 3 cu izotiocianat de rodamind si
izotiocianat de tetrametilrodamina. Oligo-
merii marcati cu fluorescentd in pozitia 3'
se analizeaza printr-un procedeu HPLC,
atat prin detectarea fluorescentei, cét si
prin detectarea UV. Rezultatele HPLC au
fost verificate si printr-o electroforeza n
capilare cu gel (firma Dionex).

Formulele colorantilor izotiocianat
de rodamind si izotiocianat de tetrame-
tilrodamin& sunt urméatoarele:
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Exemplul 10. Ambii aminooli-
gomeri din exemplele 1 si 2 se trateaza,
conform procedeului descris in exemplul
3 cu derivatul de cumarind de mai sus.
Oligomerul marcat prin fluorescenta se
analizeaza printr-oc metodd HPLC, atat
prin detectare a fluorescentei, cat si prin
detectare UV. Rezultatele HPLC se
verifica si prin analize cu o electroforeza
in capilare pe gel (firma Dionex).

Formula moleculei de colorant de
cumarina este datd mai jos:

9
0. N0
~=r

(3). Incorporarea nucleatidelor
modificate prin polimeraze ADN si analiza
experimentelor de secventare.

Pentru verificarea acceptantei
aminotrifosfatilor prin enzimele de sec-
ventare uzuale s-au preparat solutii
corespunzatoare de terminatie si s-au
verificat prin  testare polimerazele
(Klenow, Boehringer; Taq. Amerssam,;
77. Pharmacia; Sequenaze, USB). In
acest caz s-au analizat ratele de
incorporare si proprietatile terminatiilor
ale trifosfatilor, atat clasic, cat si prin
marcare cu coloranti de fluorescenta.

Exemplul 11. 5'-triofosfat-3-ami-
no-3'-dezoxiribozid-timidina descrisa ca n
exemplul 1, s-a nlocuit cu 2'-3-didezoxi-
5"trifosfat-timidina. Acest lucru a avut loc
la solutile de terminatie ale tuturor
polimerazelor indicate mai sus. S-au
incercat rapoarte dNTP/Terminator
echimoleculare, de zece ori mai mari si
de zece ori mai mici. Secventarile s-au
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realizat conform metodelor de protocol
standard. La aceste cercetari detectarea
s-a facut prin incorporarea de alfa®® S-
dATP in mod autoradiografic. Se
constata ca:

a) 3-amino-nucleotida actioneaza
prin terminatie asupra enzimelor folosite;

b) ratele de incorporare la T/, Taq
si secventare sunt identice ca la dide3oxi-
terminatoarele obisnuite;

c}] in cele din urm&@ se poate
realiza cu amino-nucleotida o secventare
neproblematica.

Exemplul 12. Compusul S'-trifos-
fat-3'-amino-3'-dezoxiribozid-timidina a fost
transformat cu izotiocianat de fluor-
esceind la 5'-triofosfat-3-amino-3'-dezo-
xiribozid-3'-N-tiocianat de fluoresceina-
timidina.

9'-trifosfat-3'-amino-3',2'-dezoxi-
ribozid-timina (2,5 mg, 2,8 pmol) se
dizolvd intr-un Eppendorf-Cap in 200 pl
apd distilata si se trateaza cu 200 pl 1M
solutie tampon de Na,CO, (pH=8). Ames-
tecul de reactie se protejeaza cu o0 manta
de folie de aluminiu fatd de lumina de zi si
se adauga cu o pipetd de 100 pi, 80 pl
dintr-o solutie de izotiocianat de fluores-
ceind (10 mg in 1 mi DMF). Dupd un
timp de reactie de 10 min la tempe-
ratura camerii eductul s-a transformat
cantitativ in DC. Purificare are loc prin
filtrare pe gel.

Coloana Sephadex G-10 se prote-
jeaza printr-o manta de folie de aluminiu
de lumind, apoi se trece toata cantitatea
de amestec de reactie pe materialul
coloanei si se elueaza cu un curent de 1
ml/min apa. Cromatograma arata doud
maxime. Prima maxima indica produsul si
a doua de colorantul nereac tionat.
Marimea fractiunii este de 5 ml,
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in total se obtin 24 fractiuni. Pe baza
cromatagramei, fractiunea 4 se dove-
deste a fi poztiva. Acest lucru se
confirmd prin DC. Se concentreazi
solventul prin liofilizare si se depoziteazs
substanta la -80°C. Randament 3,32 mg
(83 %]); greutate moleculara: 1274,32:
R¢ (amoniac:izopropanol:aps, 10:70:
80).0,62; spectrul de emisie a fluores-
centei:lungimea de undé a luminii iradiate
este la 420 nm. Maximumul de emisie a
compusului este la 514,8 nm. Sa
masurat o solutie 2,5 mM in apj
distilata. Maxima de emisie a unei solutii
2,5 mM a colorantului nederivatizat in
apa distilata este la o lungime de und de
519,4 nm.

Compusul 5'-triofosfat-3-amino-3'-
dezoxiribozid-3-N-izocianat de fluores-
ceind-timidind s-a Tnlocuit cu 2',3dide-
soxi-o5"-trifosfat-timidina.

Acest lucru a avut loc la solutii de
terminatie ale tuturor polimerazelor indi-
cate mai sus. S-au verificat rapoarte
dNTP/terminator echimolare, de zece ori
mai mari si de zece ori mai mici. Sec-
ventdrile au fost realizate conform proto-
coalelor standard. La aceste cercetéri s-
a detectat prin Tncorporarea de alfa->°S-
dATP in mod autoradiografic. Se dove-

DMTrO

o T pMTrO\ O
MS) ~--=->

SBz

S5-O-dimetoxitritil-3-S-benzoil-tioti-
miding

Introducerea sulfului la pozitia 3'
are loc prin substitutia unei grupe plecate
(mesilat) prin tiobenzoat de sodiu.

Sinteza tiobenzoatului de sodiu are
loc prin adaos de NaO",10M, la o solutie
racitd cu gheatd de acid tiobenzoidic
(10g) in apd 15ml pana cand solutia este
alcalind. Apoi se regleaz3 valoarea pH la
pH=7 cu acid tiobenzoic, se réceste la -
-5°C si se filtreazd solutia pentru a
indepérta rezid-urile solide. Dup& indepar-
tarea apei in evaporatorul rotativ cu
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deste ca: a) nucleotida marcata prin
fluorescentd 3' are o actiune de termi-
nare asupra enzimelor utilizate, b) ratele
de incorporare la T7, Taq si secventa
sunt identice pe baza restului de colorant
exigent steric la concentratii de zece ori
mai mari fatd de terminatorii dide soxi si
c] cu terminatorul marcat prin fluores-
centa n pozitia 3' se poate realiza o
secventare neproblematica.

Exemplul 13. Compusul 5'-trifos-
fat-3-amino-3-dezoxiribozid-3-N-tiocianat
de fluorescein&-timidind s-a inlocuit cu
2',3"-dide-zoxi-5trifosfat-timiding. Acest
lucru a avut loc la solutii de terminatie ale
tuturor polimerazelor T7 si Taq. S-au luat
ca baza rapoarte dNTP/terminator de
zece ori mai mari. Secventdrile s-au
realizat conform protocoalelor standard.
La aceste cercetéri s-a renuntat la incor-
porarea de alfs®*S-dATP si analiza
secventei s-a realizat cu succes cu
terminatorul marcat prin fluorescents si
pozitia 3' pe un secventator ADN
disponibil din comert,.

Exemplul 14. Sinteza S“-trifosfat-
3'tio-3-dezoxiribozid-timidinei se reali-
zeaza conform schemei de reactie de mai
jos:

etanol se usucd sarea galbens in vid
peste pentaoxid de fosfor.

O solutie de 5'O-dimetoxitritil-3'-O-
metansulfonil-2'-dezoxixilotimidind (8,45
mmol] (sinteza metilatului: Miller, Fox
(1864) J. Org. Chem. 29, 1772 si
tiobenzoat de sodiu (33 mmol) in DMF
(30 ml) se agits timp de 4 h la 100°C.
Se scutura amestecul cu diclormetan si
se spald faza organic cu solutie saturat3
de NaHCQO; si solutie saturatd de NaCl.
Dupa uscarea fazei organice peste sulfat
de sodiu, se coevapord de dous ori cu
toluen si se purificd produsul brut uleios
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prin cromatografie in flash (gel de silice
BOH, cloroform/metanol 0-10%).

Randament: 60%, produsul po-
seda spectrul asteptat 'H-NMR.

Grupa de protectie 5'-dimetoxitritil s
se scindeazd pentru fosfitiolare la pozitia
9' conform metodelor cunoscute din lite-
ratura (M.  Gait, Oligonucleotide
Synthesis, JRL-Press, Oxford 1984,
Apoi se obtine 5-trifosfatul conform 10
metodei lui Eckstein si Ludwig (j. Org.
Chem., 1989, vol 54, nr. 3.631) cu
salicilfosforcloridit [(Aldrich) si tratament
cu pirofosfat. Tiolul se pune in libertate

DMT O,

oMms

Pornind de la 5-DMTr0-30-
mesiktinimidind se face substitutia, asa
cum se descrie in exemplul 14, cu 20
tiobenzoat de sodiu. Apoi are loc
scindarea grupei de protectie ', intro-
ducerea 5*-trifosfatului, eliberarea tiolului
si legarea iodacetamidfluoresceinei n
mod analog cu procedeul din exemplul 25
14.

Exemplul 16. Sinteza unui oligo-
mer din 10 nuclectide 3“-beta-H,N-TTT
TITT1ir 1-5'

Sinteza unui oligomer 3-beta-H,N- 30
TTTTTT TTT T-5' are loc pornind de la 1-
(3'-amino-2'-, 3'-dideoxi-5'-DMTr-beta-D-
treopentofuranozil)-timind, care se tra-
teaza conform procedeului din exemplul
B, se transform& n materialul de suport 3s
pentru procedeul fosforamidit. Marcarea
apoi prin fluorescentd a 3-beta-amino-
oligonucleotidei cu izotiocianat de fluores-
ceind are loc conform exemplului 8.

40
Revendiciéri

1. Nucleozide, nucleotide si oligo-
nucleotide cuplate cu coloranti fluores-
centi, caracterizate prin aceea ci, au 45
formula general3 {l):

r- '{ IT

TS

()}
? 3 'R

o-r--x---Q
I

B R
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prin reactia cu NaOH 10 M in etanal
saturat cu argon (R. Cosstick, Nucleic
Acids Reserrch 18, 4, 829).

3-tio-5'trifosfat-timidind a fost
cuplata dupd metoda din exemplul 8 cu
iodacetamidfluoresceing (Molecular
Probes) si se obtine in aceasts treapta
tionucleotida marcatd prin fluorescents
cu un randament de 80%.

Exemplul 15. Sinteza 1{3"tio-2,
3'-dideoxi-5'~trifosfat:-bet;a-D-tre0pen-
tofuranozil}-timinei se realizeazad conform
schemei de reactie de mai jos:

T T
0 -~ - - 35DMTrO\ OV o .. s o
<§Bz ’ P10 e

in care: R' este o bazi purinicd sau
pirimidinicd; cel putin una din grupele R®
si R® reprezinta un colorant fluorescent
legat printr-0 grupd aminicd sau tiol in
pozitile « sau B, iar cealaltd grupa repre-
zintd hidrogen, o grupa hidroxil, hidroxil
protejat sau metoxi, legats in pozitia a
sau f; iar:

n este un numar mai mare sau
egal cu Q;

R? reprezinta o grupa de protectie
in pozitie 5' sau fosfat, pirofosfat sau
trifosfat;

R® reprezint oxigen, fluormetilen,
difluormetilen sau metilen:

R°® reprezints o grupa hidroxil sau
metoxi sau hidrogen in pozitie « sau f;
in conditiile in care R', R® si R® pot avea
semnificatii identice sau diferite:

X si Y reprezintd oxigen, sulf, NH
sau metilen, in conditiile In care X si Y
pot avea semnificatii identice sau diferite.

2. Procedeu pentru prepararea
nucleozidelor, nucleotidelor si oligonucleo-
tidelor cuplate cu coloranti fluorescenti,
avand formula generals (l):

~ R' gT
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W care: R' este o baz# purinicd sau
pirimidinica; cel putin una din grupele R?
si R” reprezintd un colorant fluorescent
legat printr-o grupd amino sau tiol n
pozitile « sau f; iar cealaltd grupa
reprezintd hidrogen, o grupd hidroxil,
hidroxil protejat cu mgtoxi, iegatd in
poziiia « sau f; iar:

n este un numar Mai mare sau
zgal cu G;

R? reprezintd o grupa de protectie
in pozitia 5' =au fosfat, pirofosfat sau
trifosfat;

R° reprezints oxigen, fluormetilen,
difiuormetilen sau metilen;

R® reprezintd o grupd hidraxil sau
metexi sau hidrogen n pezitia ¢ sau B;
in conditiile in care R*, R® si R® pot avea
sermnificatii identice sau diferite;

X si Y reprezinta oxigen, sulf, NH
sau metilen, In conditiiie in care X si Y
pot avea semnificatii identice sau diferite,
caracterizat prin aceea ca, grupa OH
care s¢ giseste n pnzivia 2' si/cau 3' a
nucleozidei. nuclectide! sau oligonucle-
otidei, se transforma intr-o grupd amino
sau tioi st apoi se cupleaza cu un colorant
fluorescent.

3. Procedeu, conform revendicarii
2, pentru prepararea compusului cu
formula generala (I}, caracterizat prin
aceea ©a, grupz OH care se afli in
pozitia 2' si/sau 3' a unei nucleozide,
nucleotide sau oligonucleotide se trans-
forma ntr-o grupd amino sau tiel, prin
iniocuirea Intr-o primé@ etapd a grupei
hidroxi din pozitia 2' si/sau 3' cu o grupa
scindahild dup& care se realizeazd un
atac nucleofil cu o azidd, de preferinta,
azida de litiu, pentru formarea unei azide,
respectiv un atac nucleofil cu un tiolat
sau un tolat protejat la sulf pentru
formarea unui tiol sau a unui tiol protejat
la sulf, iar in continuare grupa. amino sau
tiol liberd din pozitia 3{2') a fragmentului
zaharat la capédtui 3' al acidului nucleic
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reactioneaza cu un colorant fluorescent
reactiv.

4. Procedeu, pentru obtinerea
compusului cu formula generald (l),
caracterizat prin aceea cé, in compusul
cu formula generala (Il):

in care: R*R®, X, Y si n au semnificatiile
date anterior, in conditiile in care R', R®
si R® pot avea  fiecare in parte semnifi-
catii identice sau diferite, iar R” sau R®
reprezintd hidrogen, o grupd hidroxil,
hidroxil protejat sau metoxi.

a). se introduce prin atac nucleofil
la pozitia 3' si/sau 2', o azid&, respectiv
un tiol protejat sau neprotejat, iar azida
se reduce cu trietilfosfing la amina, si

b). se cupleaza un colorant fluo-
rescent prin grupa amino respectiv grupa
tiol.

9. Procedeu, cenform revendi-
cérilor 2 si 4, caracterizat prin aceea
cé, drept coloranti fluorescenti se folo-
sesc fluoresceina, rodamina, rosu Texas,
NBD, cumarine, flucrescamine, succinil-
fluoresceine si dansile.

6. Compusi, conform revendicarii

1, caracterizati prin aceea cd, se
utilizeaza la:
(a) sinteza nucleozidelor, nuclectidelor si
oligonuclectidelor  ADN si ARN; (b)
detectarea fluorescentmicroscopics si
fluorescentmacroscopicd n vivo si in
vitro; (c) sintezd de contracatene in
prezertd de catene-tipar; (d) sintezd de
oligonucleotide.
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