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MEMORTIA DESCRITIVA

Descrigdo

Campo técnico

A invengdo relaciona-se, de um modo geral, com a
incorporagdo de sites n#o basicos e/ou selectivamente clivaveis
em cadeias oligonucleotidicas e, mais particularmente, relaciona-
se com novos reagentes Yteis para estes fins. A inven¢do também
se relaciona com métodos de utilizagdo dos novos reagentes em

ensaios bioquimicos e em reac¢8es de fosforilagdo.

Antecedentes da Invengdo

A incorporagdo de sites selectivamente clivaveis em
cadeias oligonucleotidicas e polinucleotidicas tem sido descrita
no Pedido da Patente Norte Americana No. de série 251,152 e
noutro documento bastante anterior, a Patente Norte Americana
4.775.619 cujas descrig8es s&o aqui incorporadas por referéncia,
Sites de clivagem selectiva s&o Wteis num certo numero de tipos

de formatos de ensaios de hibrida¢&o. Por exemplo, num tipo de



ensaio em que a hibridagdo da origem a um duplex de suporte
s6lido de uma sonda marcada e uma amostra de DNA, um site de
clivagem selectiva contido na estrutura hibrida, vai permitir a
pronta separagdo do marcador do suporte sé¢lido. A Patente Norte
Americana No. 4.775.619 é primeiramente dirigida & utilizag¢8o de
sites de clivagem para uma endonuclease de restrig8o em tais
ensaios. Sites quimicamente clivaveis, e. 9., ligagdes
dissulfito, 1,2-diois e outros semelhantes, podem ainda ser
usados e podem ser introduzidos durante a sintese dos
oligonucleétidos, sendo a clivagem efectuada por reagentes
quimicos particulares, e.g., com tiois, periodatos, ou outros
semelhantes,

A presente invengdo ¢ também dirigida para sites
selectivamente clivaveis. No entanto, o presente método envolve a
introdug&o de sites que s&o clivaveis por fotélise, assim como
sites clivaveis por outros processos, e.g., utilizando reagehtes
quimicos ou enzimdticos, e.g., agentes redutores. Os sites
clivaveis da invengdo s&o criados por incorporag8o de radicais
quimicos, preferencialmente radicais fotolabeis, em cadeias
oligonucleotidicas ou polinucleotidicas. Os novos radicais
fotolabeis s#do udteis num certo numero de diferentes tipos de
formatos de ensaios de hibridag&o, incluindo os descritos nos
Pedidods acima citados, assim como na amplificagdo do &cido
nucleico do ensaio de hibridag¢8o descrito pelos requerentes da
Publicag8o EPO No. 88.30967.6.

Outra wutilizagdo para os reagentes da invengdo ¢, em
termos gerais, a criag&8o de sites n&o basicos dentro dos

oligonucledétidos. Por "site ndo basico" entende-se um radical



Q;JQ'

éter -OR, numa posig¢do que normalmente contém um grupo hidroxilo,
-OH ou uma nucleobase., A utilidade desta derivag8o ¢ extensa como
se vai revelar em detalhe mais abaixo.

Ainda outra utilizag¢do dos reagentes desta invengdo &
na fosforilagdo quimica. Em muitos aspectos diferentes da quimica
oligonucleotidica, é necessaria a fosforilagdo quimica de grupos
hidroxilo. Por exemplo, na sintese oligonucleotidica, apoés
sintese e  desprotec¢do, 0 grupo 5’-hidroxil livre do
oligonucleotido tem que ser fosforilado para utilizagdo em
processos mais bloldégicos, Também ¢ necessdaria a fosforilagdo da
funggo 3'-hidroxil: (1) para evitar a extensdo do terminal 3’ por
uma polimerase; e (2) na liga¢&o quimica do DNA, i.e, um radical
37 fosfato ¢ tipicamente necessario no acoplamento de
oligonucledtidos utilizando meios quimicos.

A fosforilagdo da extremidade 57 tem,
convencionalmente, sido efectuada com a T4 polinuclesdtido quinase
e ATP, uma reacg¢8o que ndo ¢ particularmente fiavel ou eficiente.
S&o também conhecidos varios métodos para a fosforilag#o quinmica

em 5', incluindo os descritos por Nadeaux et al., Biochemistry

23: 6153-6159 (1984), Van der Marel et al., Tetrahedron Lett.22:

—

1463-1466 (1981), Himmelsbach e Pfleiderer, Tetrahedron Letters

23: 4793-4796 (1982), Marugg et al., Nucleic Acids Research

12:8639~8651(1984), e Kondo et al., Nucleic Acids Research

——

Symposium Series 16:161-164 (1985). 16: 161-164 (1985). No

entanto, a maioria destes métodos envolve a utilizag8o de
reagentes instdveis ou requer extensivas modifica¢8es de
desprotec¢8es standard e procedimentos de purificag8o. Tém sido

encontrados problemas semelhantes com reagentes de fosforilag&o



em 3', monofuncionais e bifuncionais (ver Sonveaux, supra, em
297).

Assim, em adig¢&o & utilidade em fornecerem sites
clivdveis e/ou n&do basicos em cadeias oligonucleotidicas ou
polinucleotidicas, muitos dos compostos da presente invengdo sdo
adicionalmente dteis como reagentes de fosforilagdo que superam
as limitagBes dos processos de fosforilag8o correntes (e podem
também ser tteis em reace8es de fosforilag&o que s&o0 usadas nos
esquemas convencionais de purificag8io do dimetoxitritil [DMT]).
Referéncias de origem que se relacionam geralmente com métodos
para a sintese de oligonucledtidos incluem as relacionadas com a
sintese de 5’ para 3’, baseados na utilizagdo de grupos
protectores beta-ciancetilfosfato, e.g., de Napoli et al.,

Gazz Chim Ital 114: 65 (1984), Rosenthal et al.,

Tetrahedron Letters  24: 1691 (1983), Belagaje e  Brush,

Nucleic Acids Research 10: 6295 (1977), em referéncias que

descrevem a fase de solug8o da sintese de 5’ para 3’ incluem

Hayatsu e Khorana, J American Chemical Society 89: 3880 (1957),

Gait e Sheppard, Nucleic Acids Research 4: 1135 (1977), Cramer e

Koster, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 7: 473 (1968), e Blackburn et

al., Journal of the Chemical Society, Parte C, 2438 (1967).

Em adig¢&o & técnica acima citada, Matteucci e

Caruthers, J. American Chemical Society 103: 3185-3191 (1981),

descreve a utilizagdo de fosfocloridrites na preparagdo de

oligonucleétidos. Beaucage e Caruthers, Tetrahedron Letters 22:

1859-1862 (1981), e a Patente Norte American No., 4,415,732
descreve a utilizagdo de fosforamidites na preparagdo dos

oligonucledtidos. Smith, ABL 15-24 (Dezembro 1983), descreve a



sintese automatica de oligodesoxiribonucleétidos em fase sélida.
Ver também as referéncias al citadas e em Warner et al., DNA 3:
401-411 (1984), cuja revelagdo estd incorporada no presente texto
por referéncia.

Horn e Urdea, DNA 5,5: 421-425 (1986), descreve a
fosforilag8o de fragmentos de DNA em suporte sélido utilizando
bis(cianoetoxi)~N,N-di-isopropil-aminofosfina. Ver também Horn e

Urdea, Tetrahedron Letters 27: 4705-4708 (1986).

Referéncias  que se relacionam com  técnicas de
hibridagdo incluem em geral o seguinte: Meinkoth e wWahl,

Anal, Biochemistry 138: 267-284 (1984), fornecem uma excelente

revis&o das técnicas de hibridagdo. Leary et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 80: 4045-4049 (1983), descreve a

utilizag&o de DNA bionitilado em conjunto com o conjugado de uma
enzima avidina para a detecgdo de sequéncias oligonucleotidicas
especificas. Ranki et al., Gene 21: 77-85, descreve aquilo a que
se referem como hibridag&o em "sandwich" para a detecg¢dio de

sequéncias oligonucleotidicas. =~ Pfeuffer e Helmrich,

J. Biol. Chem, 250: 867-876 (1975), descreve o acoplamento da
guanosina-5’'-0-(3-tiotrifosfato) a sefarose 4B. Bauman et al.,

J. Histochem. and Cytochem. 29: 227-237, descreve a marcagdo da

extremidade 3’ do RNA com substAncias fluorescentes. O Pedido PCT
W0/8302277 descreve a adig&#o a fragmentos de DNA de
ribonucledétidos modificados para marcag8oc e métodos para analizar

esses fragmentos de DNA. Renz e Kurt, Nucl. Acids Res. 12: 3435~

3444, descreve as ligag®es covalentes das enzimas aos

oligonucledétidos. Wallace, DNA Recombinant Technology (Woo, S.,

ed.) CRC Press, Boca Raton, Florida, fornece uma informagé&o geral



sobre o uso de sondas no diagnéstico. Chou e Merigan,

N. Eng. J. of Med. 308: 921-925, descreve a utilizag8o de uma

sonda marcada com um radioisétopo para a detec¢do de CMV. Inman,

Methods in Enzymol. 34B, 24 77-102 (1974), descreve

procedimentos para ligagBes a poliacrilamidas, enquanto Parikh et

al., Methods in Enzymol. 34B, 24: 77-102 (1974), descreve as

reacgdes de acoplamento com a agarose. Alwine et al.,

Proc, Natl., Acad. Sci. (USA) 74: 5350~5354 (1977), descreve um

método de transferéncia de oligonuclesétidos de geles para um

suporte soélido para hibridag8o. Chu et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. (USA) 11: 6513-6529, descreve uma técnica para derivatizagdo

de nucledétidos terminais. Ho et al., Biochemistry 20: 64-67

(1981), descreve a derivatizagdo de nucledtidos terminais atraves
de fosfatos para formagdo de ésteres., Ashley e Mcbonald,

Anal. Biochem. 140: 95-103 (1984), relata um método para

preparagdo de sondas a partir de um molde ligado a uma

superficie.

Hebert e Gravel, Can. J. Chem, 52: 187-189 (1974), e

Rubinstein et al., Tetrahedron Lett., No.l1l7, pp. 1445-1448

(1975), decreve a utilizag8io de compostos contendo 2-nitrofenil
como grupos protectores sensiveis a luz.

K. Groebke et al., Helvetica Chemica Acta. 73: 608-617

(1990) & relevante até a data uma vez que a referéncia descreve a
utilizagdo do radical t-butildimetilsilil para proteger uma

fung¢do hidroxil.
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Sumadrio das Revelag®es

De acordo com o referido, um primeiro objectivo da
invengdo & corresponder 4&s necessidades da técnica acima
mencionadas e fornecer métodos e reagentes para a introdugdo de
sites de clivagem selectiva e/ou n#o basicos em cadeias
oligonucleotidicas.

Outro objectivo da inveng8o ¢ fornecer esses métodos e
reagentes para introdugdo de sites selectivamente clivaveis em
cadeias oligonucleotidicas, em que os ditos sites sdo
quimicamente clivaveis,

Ainda outro objectivo da inveng&o ¢ fornecer esses
métodos e reagentes para a introdugdo de sites de clivagem
selectiva em cadeias oligonucleotidicas, em que os referidos
sites sd8o clivaveis pela luz.

Outro objectivo da inveng¢sio ¢é fornecer métodos e
reagentes para a introdugdo de sites n8o basicos em cadeias
oligonucleotidicas.

Outro objectivo da inveng&o ¢ ainda fornecer métodos e
reagentes para a fosforilagdo quimica de grupos hidroxilo.

Constitui ainda outro objectivo da inven¢8o fornecer
reagentes para a incorporag¢do de sites ndo basicos em cadeias
oligonucleotidicas que podem entdo ser usadas para criar um
multimero de &cido nucleico ramificado.

Outro objectivo da inveng8o ¢ fornecer determinados
reagentes em que os sites n&o basicos sejam n&8o nucleotidicos.

Objectivos adicionais, vantagens e novas
caracterlsticas da inveng8o ser8o, em parte, expostas na

descrigdo que se segue e, por outro lado, tornar-se-#o evidentes



para o0s peritos nestas técnicas ao examinarem o que se refere
adiante, ou podem ser apreendidas por pratica da invengédo.
Assim, num aspecto, s8o fornecidos novos reagentes,

que s&o compostos quimicos fotoldbeis tendo a estrutura geral:

R ()"’1(:H'_))"""’CH""'(CHQ)_V"‘Q"R:
NOa

em que Rl, Rz, x e y s8o definidos abaixo. Estes compostos podem
ser incorporados em cadeias oligonucleotidicas de modo a permitir
a clivagem pela luz.

Por outro lado, s&o fornecidos novos reagentes tendo a

estrutura geral:

R

RIQ ‘f
©

OR?

em que onde Rl, Rz, e R estdo definidos abaixo. Estes
compostos s80 uteis na criagdo de sites ndo basicos em cadeias
oligonucleotidicas, que podem ou n#o ser clivaveis.

Segundo um outro aspecto, sdo fornecidos novos

reagentes tendo a estrutura geral:

1

?Hz 0O~-R
! 2
CH3-L{~CH2"O"R

CI‘Iz-O»—Rn
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em que Rl, R e Ry, s&8o definidos abaixo. Estes

compostos sd0 dteis para criar pontos de ramificag8o na sintese
de multimeros de &cidos nucleicos.
Noutros aspectos, s&o ainda revelados métodos de

utilizag8o destes reagentes numa grande variedade de contextos.

Modos de Realizagdo da Inveng&o

A. Definigfes:

Por '"site selectivamente clivavel" entende-se uma
funcionalidade ou pluralidade de funcionalidades que podem ser
selectivamente clivadas. O foco da presente inveng8o, como se faz
notar acima no presente texto, s8o primeiramente os sites que s&o
clivaveis especificamente utilizando a fotélise.

Os termos "oligonucledtido" e "polinucledtido", como

sdo  usados no  presente texto, serdo genéricos para

polidesoxirbonucleotidos (contendo 2’-~desoxi-D-ribose ou formas.

modificadas desta), poliribonucleétidos (contendo D-ribose ou
formas modificadas), e para qualquer outro tipo de polinucledtido
que seja um N-glucésido de uma base purinica ou pirimidinica ou
uma base purinica ou pirimidinica modificada. 0 termo
"nucledsido" serd, similarmente, genérico para ribonucleésidos,
desoxiribonucledsidos, ou para qualquer outro nucledsido que seja
um N-glucésido de uma base purinica ou pirimidinica, ou de
modificagBes destas bases. N#o existe intengdo na distingdo do

comprimento no que se refere a utilizag8o dos termos "oligo

nucleétido” e ‘"polinucledtido" e estes termos serdo usados

indistintamente. Estes oligonucledtidos e polinucleétidos podem



ser de cadeia simples ou dupla, tipicamente, s#o de cadeia
simples. Também, os oligonucledtidos da presente invengdo sdo,
normalmente, de cerca de 2 a cerca de 2000 unidades de monémeros
e mais tipicamente, para a maioria das aplicagbes baseadas em
sondas, desde cerca de 2 a 100 unidades de monémeros.

Por "analisado de Aacido nucleico" entende~se o DNA ou o
RNA na referida amostra de &cido nucleico contendo a sequéncia de
interesse,

Por ‘'reagentes de fosforilag&o", como se utiliza no
presente texto, entendem-se compostos que, numa reacg8o ou série
de reacgBes com um composto contendo um grupo hidroxilo, v&o
produzir fosfatos monoéster.

Por "baixo alquil" e '"baixo alcoxi"” entendem-se
substituintes alquil e alcoxi, respectivamente, tendo cerca de 1
a 8, mais tipicamente de 1 a 6, Atomos de carbono.

Onde se indicam substituintes aromaticos, deve
entender-se que cada anel aromatico individual pode ser
substituido, em um ou mais atomos de carbono, com radicais que

ndo afectam substancialmente a fungfo ou reactividade,

B, Estrutura dos Novos Reagentes Fotolabeis:

Numa incorporagdo da inveng8o, s8o fornecidos novos
reagentes que sdo compostos quimicos fotolabeis tendo a seguinte

estrutura:
R} = O CHy)y— CHeet CHy)g== O=R?
NO»

10



em que R1 ¢ um grupo bloqueador base-estavel, sensivel
aos Acidos, R2 ¢ um derivado do fosforo seleccionado para
permitir a adig8io do reagente & posig&o 5’ de um nucleésido ou
uma cadeia oligonucleotidica, e um dos dois, x ou y, & zero,
enquanto o outro ¢ um némero inteiro entre 1 e 12 inclusivé, Dois
tipos basicos de estruturas encontram-se dentro da férmula
genérica acima: (1) aqueles em que o x ¢ diferente de zero e 0 y
€ =zero (por vezes referido no presente texto como reagentes
"tipo-NP1"); e (2) aqueles onde o x ¢ zero e o y & diferente de
zero (por vezes referido no presente texto como reagentes "tipo-
NP2", Estes dois tipos de estruturas sdo, como se pode
rapidamente deduzir a partir da férmula genérica apresentada
acima, bastante semelhantes. Ambos s&o tteis para a introdugdo de
sites especificos em cadeias oligonucleotidicas, que, devido ao
radical nitrofenil, s&8o rapidamente clivaveis por fotdélise. No
entanto, como se discutird abaixo em maior detalhe, as duas
familias de reagentes quimicos s&o distinguiveis até a data, uma
vez que se revelam uteis em contextos ligeiramente diferentes.

Tornando agora em maior detalhe para os varios
substituintes dos novos reagentes fotolabeis:

R1 é, como se fez notar acima, um grupo bloqueador
base-estdvel, sensivel aos &cidos. Estes grupos blogqueadores s&o
bem conhecidos pelos peritos nas técnicas de sintese de
oligonucleétidos e incluem grupos aril ou alcoxi substituidos ou
ndo substituidos, onde o grupo aril ¢, e.g., fenil, naftil,
furanil, bifenil ou outros smelhantes e onde os substituintes sdo
de 0 a 3, usualmente de 0 a 2 e incluem qualquer grupo estavel

ndo interferente, neutro ou polar, dador ou aceitador de

11



electrBes. Exemplos destes grupos s&o o dimetoxitritil (DMT),
monometoxitritil (MMT) , tritil e pixil. Um radical
preferencialmente utilizado nestas técnicas & o DMT.

R2 ¢ um derivado do fésforo que ¢ seleccionado der modo
a facilitar a condensagdo do reagente com o grupo 5‘-hidroxil de
um nucledsido ou uma cadeia oligonucletidica, Estes grupos
incluem as fosforamidites, fosfotriésteres, fosfodie¢steres,
fosfites, H-fosfonatos, fésforotioatos e outros semelhantes (ver,
e.g,, Publicag8io EP No. 0225807 por Urdea et al., "Solution Phase
Nucleic Acid Sandwich Assay and polynucleotide Probes Useful
Therein", cujas revelag®es sdo aqui incorporadas por referéncia),

2

Grupos  particularmente preferidos tWteis como R sdo as

fosforamidites tendo a seguinte estrutura:

}q(ﬂﬁﬁz
"‘R\
0—Y

em que y ¢ seleccionado do grupo constituldo por metil
e beta-cianoetil, e "iPr" representa o isopropil. De preferéncia,
y ¢ beta-cianoetil.

Como se pode prontamente deduzir das defini¢8es acima,
os substituintes Rl e R2 sdo geralmente seleccionados de modo a
permitir a incorporagdo do reagente fotolabil num fragmento de
DNA usando os protocolos quimicos standard para a fosforamidite,
Isto ¢, durante a sintese oligonucleotidica, o substituinte R2 e
seleccionado de modo a reagir com o grupo 5'-hidroxil de um

nucledésido ou uma cadeia oligonucleotidica, enquanto que o

radical de Rl ¢ seleccionado de modo a permitir a reac¢8io com o

12



grupo 3’'~hidroxil de um nucledsido ou uma cadeia
oligonucleotidica.

Quanto aos indices x e y, enguanto um é zero, o outro &
um némero inteiro entre 1 e 12 inclusivé, mais preferencialmente
ehtre 1l e 4 inclusivé, preferencialmente 1,

Exemplos de reagentes pertencentes & categoria geral

acima mencionada s&o os seguintes:

DMT—O=CH, /NiP!‘z NP
CH"—%}wwR\
OCH,CH,CN
NO,
iPraN
PO ?‘Iz
NCCH,CH,0 CH—O~-DMT
O,N
"NP2"

Como se indica, estas estruturas especlicas, [2-(2-
nitrofenil)-2-(0O-dimetoxitritiloxi)etoxi]-N,N-diisopropilamino-2-
cianoetoxi-fosfina e  [2-(2-nitrofenil)-1-(O-dimetoxitritiloxi)
etoxi]-N,N-diisopropilamino-2-ciancetoxifosfina, sdo designados
no presente texto como compostos "NP1l" e "NP2", respectivamente,
e sd0 os reagentes especificos sintetizados nos Exemplos 1 e 2

apresentados abaixo.

13



C. Sintese dos Reagentes Referidos Acima:

Reagentes do tipo "NPl", isto ¢, onde o x ¢ diferente
de =zero e y é zero, sdo sintetizados de acordo com a sequéncia
reaccional apresentada no esquema 1. Reagentes do tipo "NP2" s&o
sintetizados de acordo com o conjunto de reac¢8es apresentados no

esquema 2.

ESQUEMA 1

~ HO—-(‘ZHz DM'IL--O--(.ZH;.
CH~OH CH—OH
NO, DMT— Cl NO,

piridina ;O

. DMT—0O—CH
_N(iPr), B NPT
) Cl—e CH—0—R,
) OCH,CH,CN | OCH;CH,CN
~ - NO,
DIiPEA
ChyCl,

14



ESQUEMA 2
CH—OH CH—-OH
NO, TBDMS— Cl NO,
DMAP/TEA
CH,Cl,
TBDMS—-—-O—--(Isz
CH—O—DMT
DMT— | TBAF
- NO, -
DMAP/TEA - ’ THF
CH,Cl,
(iPr)gN\
HO—CH, /P—-(|)
N(iPr),
CH=0—DMT  (l—p’ °  NCCHCHO Ly o _pmr
NO, OCH,CH,CN i NO,
DiPEA

CH,Cl,

15



As abreviaturas nos esquemas 1 e 2: "DMT" = dimetoxitritil; "DMT-

Cl" = cloreto de dimetoxitritil; "iPr" = isopropil; "DiPEA" =
diisopropiletilamina; "TBDMS-C1" = cloreto de t-
butildimetilsilil; "DMAP" = 4-dimetilaminopiridina; “"TEA" =
trietilamina; "TBAF" = fluoreto de tetrabutilaménio.

A sintese de reagentes tipo NP1 envolve a protecgdo do
grupo hidroxil terminal do 2-(O-nitrofenil)-1,2-etanodiol por um
"cap" com as espécies Rl, €.g., com DMT ou outro semelhante,
seguido por reacg#o do grupo hidroxil restante com um derivado do
fésforo seleccionado para dar origem ao radical R2. Como se
apresenta no esquema 1, um reagente exemplar para este ultimo fim
¢ o Cloro-N,N-diisopropilamino-2-cianoetoxifosfina, Variag@es
neste esquema bdsico podem ser facilmente deduzidas. Por exemplo,
para fornecer substituintes R1 diferentes, usar-se-ia o cloreto
de monometoxitritil, cloreto de tritil, cloreto de pixil ou
outros semelhantes como alternativa ao cloreto de
trimetoxitritil. Similarmente, para dar origem a diferentes
substituintes R2, usar-se-iam fosfinas alternativas substituidas,
no segundo passo da reac¢do. Para variar do X s80 necessarios
grupos metileno adicionais no material inicial de partida.

Para sintetizar reagentes do tipo NP2, i.e., onde o x &
zero e o y & diferente de .zero, ¢ realizada uma sequéncia
sintética semelhante, exceptuando o facto de a ordem de
introdugdo dos substituintes R1 e R2 ser reversa. Assim,
inicialmente, o grupo hidroxil terminal do material de partida 2-
(O-nitrofenil)-1,2~etanodiol, reage com o cloreto de @ t-

butildimetilsilil ("TBDMS-Cl") para bloguear aquele  grupo

hidroxil durante o passo seguinte da reac¢do, onde o restante
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grupo hidroxil livre, reage com um grupo bloqueador da sensivel
aos acidos, base-estavel, e.g., cloreto de dimetoxitritil ("DMT~
Cl"), para fornecer o substituinte Rl. 0 grupo hidroxil terminal
¢ entdo desprotegido, e.g., com fluoreto de tetrabutilaménio e,
como se apresenta no esquema 1, reage com um derivado da fosfina

substituldo, adequado para dar origem ao radical R2.

D. Utilizag&#c dos Reagentes Supracitados para Criagdo de

Sites Selectivamente Clivaveis:

Os novos reagentes fotoldbeis da invengé&o s&o
prontamente incorporados num oligonucledtido ou cadeia
polinucleotidica usando a quimica standard da fosforamidite, bem
conhecida dos técnicos nestas areas, e como se descreve, por.
exemplo, num certo né@mero de referéncias citadas acima no
presente texto. Em termos gerais, a incorporagdo do novo reagente

num fragmento de DNA envolve a ligagd8o ao grupo 5’-hidroxil em R2

e ligagdo ao grupo 3’'-hidroxil em Rl.
Assim, apds incorporag8o do reagente fotolabil, a

cadeia oligonucleotidica hibrida tera a seguinte estrutura:

0

. . . | I , .

5' = HOS[DNA, |3 mO—T——Ow<CHg)x—wCH—«<,CH3),,-O—EI’—O'"5 [DNA,J*~OH
OH vo, OH

em que o DNAj representa um primeiro segmento de DNA, o
DNAj representa um segundo segmento de DNA , e x e y obedecem as
defini¢®es anteriores. Os DNAj] e DNA; podem ser lineares ou

ramificados. Este reagente polinucleotidico pode ser utilizado em

17



ensaios de hibridag8o como os que se descrevem nos Pedidos da
Requerente EPO No.88.309203.3 e na Patente dos E.U. No.
4.775.619. Estes ensaios envolvem a utilizagdo de reagentes
polinucleotidicos‘ lineares tendo sites de «clivagem selectiva,
i.e., em que os DNA; e DNA; s&o lineares. 0 reagente
polinucleotidico contendo o radical fotolabil da invengdo pode
também ser usado nos ensaios de amplificag8o dos Pedidos de
Patente dos E.U. Nos de Série 07/252.638 e 07/340.031, ambas
incorporadas por referéncia no presente texto (ver também
Publicag8es PCT No. WO89/03891). Como se descreve nestes Pedidos,
podem ser incorporadas moléculas de ligag¢d8o clivaveis em
multimeros de amplificagdo em sites pré-determinados com a
finalidade de analizar a estrutura do multimero ou como meios
para libertar segmentos pré-determinados (como as porgdes do
multimero que se ligam ao oligonucleétido marcado). Neste Pedidos
o DNA; e/ou DNAp s&3o segmentos polinucleotidicos ramificados.
Subsequentemente & sintese e purificag8o dos multimeros, a
estrutura polinucleotidica ramificada do multimero pode ser
clivada especificamente sem degradag&o adicional da estrutﬁra
nucleotidica. E claramente preferivel que os locais clivaveis
sejam introduzidos nas jungSes dos multimeros ou perto delas para
permitir a guantificagdo das ramifica¢8es do multimero
individual.

Dependendo do facto de o reagente fotolabil incorporado
no oligonucledétido ou polinucledtido ser do tipo NP1 (i.e., onde
Oy e zero e 0 x & diferente de zero) ou do tipo NP2 (i.e,, onde
X e zero ey é diferente de zero), vdo resultar dois tipos de

fragmentos diferentes aquando da clivagem. Isto ¢, como se
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ilustra no esquema 3, a clivagem de um oligonucleétido contendo
um radical do tipo NP1l vai dar como resultado um primeiro
fragmento tendo um fosfato 5’ terminal e um segundo fragmento que
na sua extremidade 3’ contém um residuo da espécie 2~
nitrosofenil. Em contraste, como se ilustra no esquema 4, a
clivagem de um polinucledtido contendo um radical do tipo NP2 vai
originar um primeiro fragmento contendo o grupo residual 2-
nitrosofenil na sua extremidade 5’ e um segundo fragmento tendo

um fosfato 3’~terminal.

ESQUEMA 3
1 ﬁ
5 - Hos‘rDNAm'-o-;la—-o-(CH,,)XMCH-—-<>—-t|=-0-5'[DNAzl"-—OH
OH vo, OH
Fotélise

(Luz UV>350nm;Lampada de Hg)

, o) Q
, o I . :
5'—HOSDNA, |3 -O-FI’-—-\CHQ)X + 5 Ho—tlv—o-’ [DNA,)*—OH
OH \c=o OH
NO
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ESQUEMA 4

0

I . .
5'-—H0—5‘[DNA113'—0-1ID-0- CH—(CHg)y-O-Il’"O‘S [DNAq*~OH
0

H NO, OH

Fotolise :
(Luz UV>350nm;Lampada de Hg)

. !
5'==HO~[DNA}? -O—Fl’-OH +
OH

0 0O
Il

I . .
C"(CHg)yO-—llD—O-J (DNA,J*—OH

OH
NO
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Uma vez que a clivagem ¢ efectuada via fotélise
utilizando a luz uv tendo um comprimento de onda de, pelo menos,
cerca de 350 nm, n&o s&o necessarios quaisquer reagentes quimicos
ou enzimdticos. Assim fornece-se um procedimento mais limpo,
resultando num  produto gque ¢ necessariamente livre de
contaminages com reagentes de clivagem externos. Em adigdo, o
reagente polinucleotidico em si, ¢ inerentemente mais estavel, de
clivagem proépria por tratamento com luz uv de um comprimento de

onda adequado.

E. Fosforilagdo Usando os Reagentes Acima Referidos:

Os reagentes descritos acima, para além da sua
utilidade em fornecer sites clivaveis fotolabeis, s8o tambeém
Yteis como reagentes quimicos de fosforilag&o. A fosforilagédo
usando estes reagentes envolve a c¢ondensagdo com um composto
contendo um grupo hidroxil, seguido por clivagem fotoquimica e
libertagdo do grupo nitrofenil. Os novos reagentes sdo bastante
versateis neste aspecto, uma vez que podem ser usados tanto para
fosforilagds 3" como 5’ de um nucledsido ou uma cadeia
oligonucleotidica,

Para a fosforilagdo 5', & necessario um reagente do
tipo NP1, i.e., um reagente onde o x ¢ diferente de zero e o y ¢
zero. Como se ilustra no esquema 3 acima, a clivagem de um
reagente polinucleotidico contendo moléculas do tipo NP1 resulta
num nucledsido ou fragmento de DNA contendo um grupo fosfato 5'.

Para a fosforilagdo 3’, é necessdrio um reagente dob
tipo NP2, como se ilustra no esquema 4, A clivagem de um reagente

polinucleotidico contendo moléculas do tipo NP2 da origem a
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fragmentos de clivagem em que um dos fragmentos contém um grupo

3'-fosfato e o fragmento restante contém o residuo nitrosofenil,

F. Incorporagdo de Sites N8o Basicos e Sites para a

Sintese de Cadeias Oligonucleotlidicas Secunddrias:

Noutra incorporag&o da invengéo, s&do fornecidos
reagentes que s&o Gteis para a introdugdo de sites n&8o basicos em
cadeias oligonucleotidicas, cujos sites podem ou n&8o ser
clivaveis. Estes reagentes tém a estrutura:

) RIO o

o |

OR?

em que R1 e R2 estad descritos na parte A desta sec¢8o, acima, e

onde R & seleccionado do grupo constituido por 2-nitrobenzil, 4-

penteno~1-il,

~CH,CH-$S —=CH,CH,Si(CHa)3

~—

R;» -Rm"O"Rnl

R, 0
0
—P —O 2 -*"CH2CH°. NO:
|
O.
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em que o R’ ¢é hidrogénio, aril ou aralquil, e se aril ou
aralquil, preferencialmente Ci-Cg aril ou alquil, O Rj; pode ser
igual ou diferente e s&o seleccionados do grupo constituido por
amino, nitro, halogénios, hidroxil, baixo alquil e baixo alcoxi,
© R4y pode ser igual ou diferente e s&o seleccionados do grupo
constituido por amino, nitro, halogénios, hidroxil, baixo alquil
e baixo alcoxi, i & zero, 1, 2 ou 3, j & zero, 1, 2, 3 oud. Rp
representa o grupo levulinil -(CO)CHpCHp(CO)CH3 ou gqualquer outro
grupo protector ou bloqueante que pode ser removido e substituido

por hidrogénio sem afectar Rl, como:

0
H CH.~0d-

0
H
OZN-©-CH2CH2-O~C-,

0
I
S‘CHchz -O-—C-. ’

\
‘CHchz"o-c-r -2

0 0}
u
@S
U
0

CH30"’CH2 "'CHz "'O"CHZ il

e Ry ou é alquileno de 1 a 16 d4tomos de carbono,
preferencialmente de 2 a 12 atomos de carbono, ou um oligémero
oxietilénico ~(CHpCH90)z-, onde % ¢ um inteiro entre 1 e 16,
tipicamente entre 2 e 12, inclusivé. Em condig8es oéptimas, quando
R ¢ -Rp-O-Rp, Ry ¢ levulinil e Ry € -(CHCHO4-. Estes reagentes

baseados na desoxirribose n#o apenas introduzem sites n&o basicos
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em oligonucledtidos ou cadeia polinucleotidica, mas sdo também,
como oS reagentes que se descrevem abaixo, titeis para fornecer
sites clivaveis.

em que o R &
R’ 0

¢ preferivel que o R’ seja hidrogénio ou fenil, O Ry e
> Ry, como se indica, podem representar qualquer um de um certo
namero de substituintes diferentes. Numa incorporagdo
particularmente preferida, a estrutura acima mencionada & o éster
de carbonato 2-metileno-9,10-antraquinona, i. e.,Rj e Rj s&o
hidrogénios assim como R’,

Os reagentes com a férmula:

RIO Q

OR?

podem ser prontamente sintetizados a partir da
desoxirribose e o derivado do &lcool de radical R, i.e., R-OH. No
caso do 2-nitrobenzil, por exemplo, a desoxirribose reagiria com

o &lcool 2-nitrobenzil para dar o derivado 1"-0-(2-nitrobenzil),.
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Este intermediario pode ser rapidamente convertido nos andlogos
5'- e 3’- protegidos usando métodos standard, e. g., para
incorporag¢do do grupo dimetoxitritil (DMT) ou um grupo andlogo na
posigdo 5'- (Rl) e um derivado do fosforo como a fosforamidite,
fosfotriéster ou outros semelhantes na posig&o 3'- (Rz),

Estes reagentes podem ser prontamente incorporados num
oligonucledtido ou cadeia polinucleotidica usando a quimica
standard da fosforamidite como se faz notar na parte D desta
secgdo. Apds incorporag8o destes radicails clivdveis baseados 'na
desoxirribose, no oligonucledtido ou cadeia polinucleotidica, a
cadeia clivavel contendo os sites ndo basicos -OR terfio a

estrutura:

R
0
5 ;o 0
§'—HO [DNA,P-—O—-El’-—O o
OH
1
HO=—P—0—5DNA,)*—OH
I
0

em que o DNAj] e o DNAp s&o os primeiro e segundo segmentos de DNA
como estd descrito acima. Um reagente polinucleotidico como este
pode ser usado numa variedade de ensaios de hibridagédo.

A clivagem  dos oligonucledtidos ou cadeias
polinucieotidicas contendo estes reagentes pode ser conduzida
como se segue. Quando o0 R é um 2-nitrobenzil, a clivagem pode ser

efectuada por fotsélise usando a luz uv tendo um comprimento

25



de onda de, pelo menos, 350 nm, seguido de uma hidrolise basica
com, e.g., hidréxido de aménio ou outro semelhante. Quando o R ¢
-CHpCH2S5~-@ (onde o @ representa um grupo fenil), a clivagem &
efectuada por oxidagdo do atomo de enxofre a -S0 ou =807 com,
e.g., periodato de sodio, seguido de tratamento por uma base.
Quando o R ¢ -CHpCH3Si(CH3)3, o oligonucleétido pode ser clivado
por tratamento com, por exemplo, com i&c fluoreto, de novo

seqguido por tratamento com uma base. Quando o R é&:

R' o)

R,' 0
por exemplo, a clivagem do acetal de 2-metileno-9-10-

antraquinona pode ser realizada por oxidag8io com NapS904,

seguido de tratamento com uma base. Em que o R &:

—asca (o

a clivagem pode ser efectuada utilizando DBU (1,8-
diazabiciclo[5+ 4+ 0+ undec-7-eno]. Quando o¢ R ¢ um fosfato, a
remogdo pode ser -efectuada com a fosfatase alcalina seguida de
tratamento com uma base, enquanto que, quando o R ¢ um 4-penteno-
1-il1, a clivagem ser& realizada tipicamente usando N-
bromosuccinimida, seguida de tratamento com uma base.

Como se faz notar acimi, 0s reagentes da presente
invengdo que permitem a clivagem de um oligonucleétido ou cadeia
polinucleotidica podem ser usados em ensaios de amplificagédo

descritos no Pedido EPO da requerente No. 88.309697.6,



referenciada anteriormente no presente texto., Com o0s reagentes
baseados na desoxirribose descritos nesta secgdo, os pontos de
ramificagdo do "multimero" de acido nucleico podem ser criados
usando mondémeros de Acidos nucleicos multifuncionais tendo a

estrutura:

OR?

en que:

1

R ¢ um grupo blogqueador sensivel aos 4acidos base-

estavel;

R2 ¢ um derivado do fésforo que permite a adigdo do

dcido nucleico a posigdo 5' de uma cadeia oligonucleotidica

durante a sintese quimicaj;

R3 ¢ seleccionado do grupo constituldo por hidrogénio,

metil, I, Br, e F;

R4 ¢ hidrogénio ou metil;

RY e seleccionado do grupo constituido por levulinil,

0

--»E-—-O NO;



e i 2 e o et e bt T e
o S - =

R 0
em que R’, Rj @ Ry s&o como se definiu anteriormente, e
em gque k¢ 0, 1, 2, 3, ou 4, e Rk pode ser igual ou diferente e
sdo seleccionados do grupo constituidos por amino, nitro,
halogénio, hidroxil, baixo alquil e baixo alcoxi; e

z & seleccionado do grupo constituido pors

0
(2) I (1)
—(CHy) —NH —C —0 =

0
(2) | (M
—(CHy) ;—NH —C = (CHy) y =0 —

)

0
(2) (0

— (CHy) 7—~NH —C —=(CHp) y, ==§ ===§ = (CHy) y =0 =

'
/

@) (1)
—(CHy == CH, —0), — e

) (1)
—=(CHj) y —0 wemr
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em que x e y podem ser iguals ou diferentes e sdo
numeros inteiros entre 1 e 8,

Estes mondmeros de Acidos nucleicos podem ent&o ser
incorporados num oligonucledétido ou cadeia polinucleotidica como
se descreve acima, com o radical RS, clivavel ou removivel,
definindo o site onde cadeias oligonucleotidicas secundarias
serdo sintetizadas.,

Pontos de ramificagdo dos "multimeros" de acidos

nucleicos podem também ser criados usando compostos

multifuncionais, n&o nucleotidicos tendo a estrutura geral:

CH,~0-R"
CH3-?—CH2-O*R2
CHy~0-R,
em dque Rl, R2 e Ry sdo como se definiu acima no presente texto.
Numa incorporagdo particularmente preferida, Rl ¢ o DMT, R2 & a
beta-cianoetil fosforamidite, e R, ¢ levulinil. Estes compostos
podem ser sintetizados a partir de tris-hidroximetil etano por:
(1) protecgdo de um dos grupos hidroxil por reacgdo com, e.g.,
trifenilclorosilano ou cloreto de tosil; (2) fazendo reagir o
composto protegido com um sal de R2, €e.g., cloreto -de
dimetoxitritil, de modo a que um dos dois grupos hidroxilos
livres seja convertido para ~OR2; (3) fazendo reagir o composto
fornecido com Ry~OH ou um sal de "Rp", e.g., acido levulinico ou
um sal deste &cido, retirando assim o grupo protector da fase
(1): e (4) fazendo reagir o composto intermedio:
CHz-O-H
CH4-C-CH,~0-R?

CH2~O*Rn
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com um reagente eficaz na conversdo do restante grupo
hidroxil livre a ~-0OR™, e.qg., beta~cianoetoxi~N, N~
diisopropilaminacloro~fosfina.

Estes sites n#o basicos sd8o extremamente tuteis quer
para permitir a clivagem de uma cadeia oligonucleotidica num
ponto particular, quer para 0s outros propdsitos, e.g., sintese

de um multimero de &cido nucleico ramificado,

G. Radicais de Ligag&8o Adicionais de Clivagem Selectiva:

Ainda um outro reagente ®til para fornecer um site
selectivamente clivavel dentro de uma cadeia oligonucleotidica ¢

representado pela estrutura:

) Hiji:?\//\\//“\va\$/N-&&2
N? O\\
o R¢
DMT—O )
)
OBz OBz

em que o DMT representa dimetoxitritil, Bz representa

um grupo benzil, iPR representa um isopropil e R6

¢ um grupo
metil ou  beta-cianoetil, Come os  reagentes descritos
anteriormente, este radical pode ser prontamente incorporado numa
cadeia oligonucleotidica usando meétodos convencionais. A clivagem
no site contendo este radical ¢ conseguida com um procedimento

quimico em dois passos: (1) oxidagdo com periodato de sédio

aquoso durante 1 hora seguido de (2) tratamento com n-propilamina
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Deve compreender-se que, enquanto a invengdo foi

aquosa.

descrita em conjunto com as incorporagtes especificas preferidas
da mesma, a anterior descrig8o, assim como os exemplos que se

seguem, pretendem ilustrar e nfo limitar o Ambito da invengdo.

Exemplo 1

A sintese do [2~(2-nitrofenil)-2-(O-dimetoxitritiloxi)
etoxi] -N,N-diisopropilamino-2-cianoetoxifosfina ("NP1"): 2~(0=-
nitro~fenil)-1,2-etanodiol (2,5 g, 13,6 mmole) foi seco uma vez
por co-evaporagdo com piridina. O residuo foi dissolvido em
piridina (50 ml) e foram adicionadas 13,6 mmoles de cloreto .de
4,4'-dimetoxitritil (DMT-Cl). A mistura reaccional foi agitada
durante 18 h a 20°C. A maior parte da piridina foi enté&o
destilada e o 6leo residual dissolvido em 250 ml de etil acetato.
A fase organica foi lavada com NaHCO3 a 5% (2 x 250 ml), solugdo
aquosa de NaCl saturada a 80% (1 x 250 ml), e seca sobre NajySOy
s6lido. Apés filtragdo, o solvente foi removido no vacuo e o
residuo co-evaporado com tolueno (1 x 200 ml) e CH3CN (1 x 200
ml). O produto foi purificado numa coluna de silica gel (eluido
com CHpClp - 0,5% de trietilamina) para dar 6,5 g (13,6 mmole) de
produto puro (produg&o a 100%).

O produto purificado de 1-0~DMT~2-(O~nitrofenil)=~1,2-
etanodiol foi convertido em beta-cianoetil fosforamidite por
reacgdo em CHpCly (50 ml) com cloro-N,N-diispropilamino-2-
cianoetoxifosfina (15 mmole), na presenga de diisopropiletilamina
(30 mmole) a 10°C durante 30 min. O etil acetato (200 ml) foi

entdo adicionado e a fase organica combinada lavada com solugdo
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de NaCl aquoso saturado a 80% (2 x 250 ml) e seco sobre NapS04
s6lido. Apds remogdo do solvente no vacuo, o residuo foi
coevaporado com tolueno (100 ml) e CH3CN (100 ml) para dar 9,5 g
de 2-O-fosforamidite de 1-O-dimetoxitritil-2-(O-nitrofenil)-1,2-

etanodiol (produgdo a 100%)

A sintese de [2-(2-nitrofenil)-1-(O-dimetoxitritiloxi)
etoxi]-N,N-diisopropilamino-2 ciano etoxi fosfina ("NP2"): 2-(0O-
nitrofenil) 1,2-etanodiol (2,5 g, 13,6 mmole) foi seco por
coevaporagdo com CH3CN, O composto seco fol entdo dissolvido em
CHpCl9 (100 ml) =~CH3Cl (10 ml). Foram adicionados N,N-
dimetilaminopiridina (100 mg) e trietilamina (3,6 ml, 26 mmole),
er com agitagdo, foi adicionado cloreto de t-butildimetilsilil
(TBDMS-Cl) (2,6 g, 15 mmole). A agita¢o foi continuada por 18
horas a 20°C. Depois foi adicionado mais TBDMS~Cl (200 mg). Apos
uma hora a mistura reaccional foi diluida com 400 ml de etil
acetato. A fase organica fol lavada com NaHCO3 a 5% (2 x 250 ml)
e solugdo aquosa de NaCl saturada a 80% (1 x 250 ml) e seca sobre
NapSO4 solido. Apds remogdo dos solventes no vacuo, o residuo foi
coevaporado com tolueno (200 ml) e CH3CN (200 ml) para dar 2,5 g
de 1-0-TBDMS-2-(O-nitrofenil)-1l,2-etanodiol bruto. O material
bruto foi coevaporado com piridina, e o residuo foi dissolvido em
piridina (50 ml). Foi adicionado DMT-Cl (30 mmole) e a mistura
reaccional agitada a 20°C durante 48 horas. Apds remog8o do
solvente no vacuo, o residuo foi dissolvido em etil acetato (250
ml). A fase organica foi lavada com 5% de NaHCO3 (2 x 250 ml) e
solugdo aquosa de NaCl saturada a 80 % (1 x 250 ml) e seca sobre

Na804 sdlido. Apds remogao do solvente ne vacuo, o residuo foi
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coevaporado com tolueno e CH3CN., O residuc foi dissolvido em THF
(100 ml) e foram adicionados também 10 ml de solugdio 1M de

fluoreto de tetrabutilaménio em THF. A remog&o do grupo 1-0-
TBDMS ficou completa em 30 minutos., O produto foi purificado numa
coluna de silica gel para dar 2-0-DMT-2-(O-nitrofenil)-1,2-
etanodiol (2,4 g, 4,5 mmole) puro. Este material foi convertido
em 2-ciancetilfosforamidite, como se descreve acima, numa

produgdo quantitativa,

Exemplo 3

Um fragmento teste 5'-Tyg5-3 -p-NPl-p-5'-T90-3'-0H ("p"=
fosfato) foi conseguido usando procedimentos sintéticos standard
para a fosforamidite. Apds completa desprotec¢do, o oligémero de
DNA purificado dissolvido em agua, foi sujeito a fotélise durante
15 minutos (lampada de Hg, c.o.> 350 nm). As andlises de PAGE da
amostra sujeita a fotdlise revelaram que o tratamento tinha
resultado na clivagem completa do fragmento teste em novos

fragmentos que migraram, como seria de esperar, para 0s segmentos

Ta2p e T35.

Exemplo ¢

Sintese do 5'~DTM-1’~0~(2-nitrobenzil)-2-desoxirribose
3'=0O-metilfosforamidite:

A desoxirribose (10 mmole), 2-nitrobenzil &lcool (30
mmole) e 4&cido dicloroacético ("DCA"; 100ml) em 100 ml de
acetonitrilo seco foram aquecidos a refluxo lento por duas horas,
Apés arrefecimento até 20°C foi adicionada piridina para

neutralizar o DCA e o solvente removido no vacuo. O residuo foi
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dissolvido em 500 ml de etil acetato e a fase organica lavada com

400 ml de NaHCO3 a 5%, 400 ml de solugdo aquosa de NaCl saturada

a 80% e seca sobre NapSO4 soélido. Apds filtrag8o, o solvente foi

removido no vacuo e o residuo coevaporado com tolueno e
acetonitrilo. A mistura reaccional bruta foi dissolvida em CHpCl,
e o produto foi isolado por cromatografia em silica gel usando um
gradiente de metanol de 0-6%. As fracg®es contendo o produto
(mistura de alfa- e beta- isdmeros, razdo 1:1) foram misturadas e
o solvente removido no vacuo para dar 2,5 g de um sélido
levemente amarelo (5,2 mmole; produgdo a 52%),

O residuo da desoxirribose-O-nitrobenzil foi dissolvido
em 25 ml de CH9Cly contendo 200 mg de dimetilamino piridina
("DMAP") e 1,4 ml de trietilamina. A esta solug8o foi adicionada
gota a gota DMT-Cl (1,7 g; 5 mmole) dissolvidas em 25 ml de
CHQCiz. Quando todo o material de partida foi consumido, a
mistura reaccional foi diluida com 250 ml de etil acetato e
extralda, seca e coevaporada como se descreveu acima. A mistura
reaccional bruta foi sujeita a cromatografia em silica gel e os
isémeros do 5’'-DMT-1'-0-2-nitrobenzil-2’'-desoxirribose foram
eluidos com um gradiente de metanol 0-3% para dar 2,3 g de espuma
amarela (2,65 mmole).

0] 3-metilfosforamidite foi preparado usando
procedimentos standard. 0] 5’«DMT~1'=0~(2~nitrobenzil)=2"-
desoxirribose foi dissolvido em 40 ml de CHyCls contendo 2,8 ml
de DiPEA e foi adicionado N,N-diisopropilaminometilclorofosfina
(2,0 mmole) a 0°C. Apds 30 minutos a mistura reaccional foi
diluida com 200 ml de etil acetato que foi lavado com 3 x 200 ml

de solugdo aquosa de NaCl saturada a 80%, seca sobre Naj3S04
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solido e filtrada. O solvente foi removido no vacuo e o residuo
coevaporado com tolueno e acetonitrilo. Este material foi ent#o
usado sem mais qualquer purificagdo.

Este nucledsido ndo basico e  protegido, de
fosforamidite foi incorporado sob condig8es standard num
oligoémero 3'-Tpo~[1’'~0-(2-nitrobenzil)-2’-desoxirribose]-T1g num
suporte so¢lido. O fragmento foi desprotegido com DCA (para
remover o 5'-DMT), tiofenol (tiofenol/trietilamino/dioxano, 1:1:2
v/v por uma hora a 20°C para remover o metil), e NH4O0H (hidréxido
de aménio aquoso por uma hora a 20°C, para clivar a ligagdo 3'-
succinato). O sobrenadante foi aquecido a 60°C durante 18 horas.
Néo foi observada nenhuma clivagem demonstrando a estabilidade da
base do radical 5'~DMT-1’-0-(2~-nitrobenzil)-2’-desoxirribose., Uma
amostra deste material em 4gua foi sujeita a fotodlise duranté 20
minutos wutilizando uma lampada de Hg de elevada densidade para
remover o grupo O-nitrobenzil do radical 5'=DMT~1'=0=~(2~
nitrobenzil)~2'~desoxirribose. N&o foi observada clivagem do
oligémero durante o passo da fotélise, Uma amostra do oligémero
que havia sido sujeita a fotélise foi incubada em NH40H a 60°C
durante 2 horas. O tratamento bédsico resultou na completa
clivagem do oligémero nos dois oligdmeros componentes T10-3'-p e
5'=-p-Taq-

Estas reacgles sdo apresentadas nos esquemas 5 e 6.
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Exemplo 5

Preparagdo do N-4-(0~-N,N-diisopropilaminometoxi
fosfinil-6-oxihexil)~5'-DMT-2',3 " ~dibenzoil citidina:

A uridina (24,5 g, 100 mmole) foi seca por coevaporag8o
com piridina (2 x 150 ml), O residuo foi dissolvido em 150 ml de
piridina e cloreto de dimetoxitritil-Cl (34g, 100 mmole)
adicionado gota a gota com agitagdo. A mistura reaccional foi
deixada a agitar durante 48 horas. Foi adicionado metanol (100
ml) e apés 30 minutos os solventes foram removidos no vacuo. O
residuo foi dissolvido em 800 ml de etil acetato e a fase
organica foi lavada com 3 x 800 ml de NaHCO3 a 5%, 3 x 800 ml de
solugdo aquosa de NaCl saturada a 80%, seco sobre Na9S04,
filtrado e evaporado até & secura, seguido por coevapopragdo com
tolueno e acetonitrilo. A cromatografia em silica gel do produto
em bruto utilizando um gradiente de 0-7% metanol/1% trietilamina
rendeu 46,36 g, 84,9 mmole de (5'-DMT-ribouridine) foi seco por
coevaporagdo com piridina e o residuo fol dissolvido em 250 ml de
piridina. Foil adicionado gota a gota cloreto de benzoil (20 ml,
170 mmole) em 100 ml de cloreto de metileno, a solugdo de
piridina a 0°C. Apds agitag8o a 20°C durante 2 horas, o solvente
foi removido no vécuo e o residuo coevaporado com tolueno. O
residuo foi dissolvido em etil acetato e sujeito ao mesmo
tratamento aguoso como se descreveu acima para a 5'-DMT-uridina.

A 5'-DMT-2’,3’~dibenzoil-uridina em bruto, que foi
utilizada sem mais purificagtes, foi dissolvida em 150 ml de
acetonitrilo., 0 1,2,4-Triazole (88,19 g) foi suspenso em 400 ml
de acetonitrilo a 0°C, e foi adicionado POCl3y (27,56 ml) com

agitagdo rapida. Depois foi adicionada trietilamina (106,7 ml)
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gota a gota, durante 15 minutos, & mistura semi~-liquida
agitada a 0°C. Apdés 30 minutos, a 5'-DMT-2’,3’~dibenzoil-uridina
diluida em 150 ml de acetonitrilo foi adicionada gota a gota a
mistura semi-liquida, agitada a 0°C, acima referida. O banho de
dgua gelada foi removido e a agitag8o continuada durante uma hora
a4 temperatura ambiente. A mistura reaccional foi diluida com 1400
ml de etil acetato, extrailda e seca, como se refere acima. Os
solventes foram removidos no vacuo, co-evaporados com tolueno e
depois acetonitrilo para dar 4-(triazolo)=l-b=D=~5’'~0-DMT=2',3"~
dibenzoil-(ribofuranosil)-2(1H)-pirimidinona, sob a forma de uma
espuma branca, em produgdo quantitativa. A uma solug¢do agitada
deste Wltimo composto em 350 ml de CH3CN foi adicionado
directamente 6-aminohexanol sdélido (11,89 g, 101,5 mmole). A
agitagdo foi continuada durante 18 horas. A mistura reaccional
foi entdo diluida com 700 ml de acetato de etilo e extraida como
se refere acima., Apds secagem da fase orgdnica sobre NagS04, o
solvente fol removido no vacuo. O produto foi purificado numa
coluna de silica 60H, eluido com um gradiente de 0-5% de acetato
de etilo em CH3Clp para dar 35,4 g (41,5 mmole) de espuma amarela
de N-4-(6~hidroxihexil)-5’~0-DMT-2',3’'~dibenzoilcitidina.

A metilfosforamidite correspondente foi preparada
utilizando procedimentos standard. O nucleosido modificado N-4-
(6-hidroxihexi-5'~DMT-2',3"~dibenzoil citidina (8,7 g, 10,2
mmole) foi dissolvido em 50 ml de cloreto de metileno contendo
8,8 ml (50 mmole) diisopropiletilamina e a N,N-
diisopropilaminometoxi clorofosfina (1,94 ml, 10 mmole) foi
adicionada lentamente a 0°C. Apds 30 minutos, a mistura

reaccional foi diluida com 250 ml de acetato de etilo e a fase
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organica foi lavada com 2 x 250 ml de NaHCO3 a 5%, 2 x solugdo
aquosa de NaCl- saturada a 80%, seca sobre Naj3S04 soélido e
filtrada. 0O solvente foi removido no vdcuo e o residuo co-
evaporado com tolueno e acetonitrilo. O material fosforilado em
bruto foi purificado numa coluna de silica gel usando um
gradiente de acetato de etilo de 50-70% em cloreto de metileno
contendo 2% de trietilamina para dar 7,25 g de N-4-(O-N,N=-
diisopropilaminimetoxi fosfinil - 6 - oxihexil) - 5’- DMT-2’,3’-

dibenzolil citidina.

Exemplo 6

A clivagem oxidativa do sistema cis-diol com periodato
de soédio prontamente ocorre no ribonucledsido terminal das
moléculas de RNA. Na presenga de aminas, o dialdeido resultante,
prontamente elimina quer o radical da base, quer o fosfato no
carbono 5'. Este exemplo descreve a utilizag#o deste conceito no
projecto de um site clivavel de uma molécula onde dois oligémeros
de DNA estdo ligados através de 5’ e da cadeia lateral de grupos
hidroxilo de uma molécula de N-4-(6-hidroxihexil)-citidina.

O ribonucledésido modificado R contendo um  grupo
hidroxil exo-alquil ciclico foi sintetizado a partir da wuridina,

A fosforamidite ribonucleosidica R protegida foi incorporada sob

‘condigBes standard num oligémero 5'-Tig-R-Tig-3’ num suporte

so6lido. As amostras purificadas do produto foram sujeitas a uma
série de tratamentos quimicos, e as amostras analisadas por PAGE.
Ndo foi observada clivagem do oligémero apds tratamento com
hidréxido de aménio a 60°C durante 18 horas. O tratamento com

periodato de sédio em agua a 4°C, durante 30 minutos, resultou
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numa clivagem parcial. Uma outra exposi¢do do oligémero tratado
com periodato de sédio, a n-propilamina em acetato de
trietilaménio, a 60°C durante 90 minutos, resultou na clivagem
completa do oligdmero nas espécies T1g-3'-p e T1s modificadas na
extremidade 57, O esquema 7 representa a clivagem do
ribonucleésido R ligado aos fragmentos de DNA.

O esquema de clivagem tem sido aplicado a diversos
oligdémeros de DNA ramificados, em que o ribonucledsido de
fosforamidite R protegido, foi incorporade durante o primeiro
ciclo da sintese secundaria de oligémeros lineares, presos a um
suporte solido contendo 10, 20 e 30 pontos de ramificagdo em
pente, respectivamente. Em cada caso a sintese secundaria foi um
oligdémero T3 resultando em oligémeros ramificados com a seguinte

estrutura:

3'-T90~-En-5'[ponto de ramifica¢8o-3’-R-Ty1p~5']n
n =10, 20, 30

Estas moléculas foram sujeitas as condig8es de
clivagem, As analises por PAGE indicaram que todos os bragos
laterais oligoméricos foram clivados, e o T1p-3'-p foi o produto
principal em todos os casos. As andlises revelaram ainda que a
distribuigdo do produto depende do numero de ramificag®es nas
moléculas de DNA ramificadas, nas quais a quantidade de
oligémeros menores aumenta com o© aumento do numero de
ramificagtes da molécula, A diminui¢do na homogeneidade do
produto parece ser principalmente, o resultado de presstes

estéricas dentro do suporte sélido durante a sintese quimica.
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Exemplo 7

Este exemplo descreve a preparagdo do ligando

multifuncional "DMT-E’ (Lev) BCE amidite” como se mostra no
esquema 8.
ESQUEMA 8
CH0H CH, OH
TsCl
CHy~C~CH,OH \ CH,~C~CH,, OH
| 7 |
CH,oH CH,~0~Ts
£ E'(Ts)
DMT~C1
CH,OH dcido levulinico CH,OH

-l - sal de césio
CH, ? CHp-O-DMT

]

CH3~?~CH2-O-DMT
CHz“O_LeV CHz"'O"TS
DMT-E' (Lev) DMT=E' (Ts)

Cl
CNCHQCH20~i

N(iPr)2

N(iPr)
/ 2

CH,0-P
2
\
OCH, CH, CN
CH4=C=CH,,ODMT
3T

CH2 ~0~Lev

PMT~E' (Lev) BCE amidite
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O tris-hidroximetil etano (E’; 200 mmole) foi co-
evaporado com 250 ml de piridina e o residuo dissolvido em 125 ml
de piridina. A esta solug8o, arrefecida a 0°C, foi adicionada
gota a gota uma solugdo de cloreto de tosil ("TsCl"; 50 mmole) em
125 ml de CHpCly. Deixou-se a mistura reaccional atingir a
temperatura ambienté com agitagdo continuada por um total de 5
horas., Depois, os solventes foram removidos no vadcuo. Os residuos
foram dissolvidos em 500 ml de acetato de etilo que foi lavado
com 2 x 500 ml de solugdo NaHCO3 a 5%, 1 x 500 ml solug8do aquosa
de NaCl saturada a 80%, e finalmente seca sobre NagSO4 soélido.
Apds filtra¢&o o solvente fol removido no véacuo para dar 13,7 g
de E'(Ts) em bruto. Este material foi usado sem mais
purificagles. Todo o E’(Ts) foi dissolvido em 250 ml de CHpCly e
trietilamina (14 ml; 100 mmole) e foi  adicionada  N,N=-
dimetilaminopiridina (100 mg). A esta solugac foi adicionado DMT-
Cl (13,6 g; 40 mmole) dissolvidas em 125 ml de CHyCly. Apos 18
horas & temperatura ambiente, a mistura reaccional foi diluida
com 500 ml de acetato de etilo e sujeita ao mesmo tratamento
aquoso descrito acima.

Os produtos brutos da reac¢do foram purificados numa
coluna de silica standard ("800 ml" de silica) eluidos com um
gradiente de metanol em CHpClp/trietilamina a 0,5% para dar 14,8
g (25 mmole) de DMT-E’(Ts) puro. Todo este material foi tratado
com 50 mmole de sal de césio do dcido levulinico acabado de
preparar (preparado de acorde com M. Bodanszky e A, Bodanszky, em

The Practice of Peptide Synthesis, p.37, Springer Verlag (1984)),

em 50 ml de DMF. A solugdo foi aquecida numa placa quente num

recipiente selado (condig@es 3; temperatura ca., 100°C) durante 18
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horas, e findo este tempo as andlises revelaram que a reacg8o
estava completa. 0O DMF foi removido no vacuo e o residuo
dissolvido em acetato de etilo. A fase organica foi lavada como
se descreve acima. O produto bruto foi sujeito a cromatografia em
silica gel e o produto puro foi eluido com CHpClpy/trietilamina
0,5% para dar 2,5 g (4,8 mmole) de produto puro de DMT-E’(Lev). O
DMT-E’ (Lev) puro foi convertido em 2-cianocetil fosforamidite como
se segue. O DMT-E’(Lev) fol dissolvido em 20 ml de CHyClyp
contendo N,N-diisopropiletilamina (2,6 ml; 15 mmole) e arrefecido
a 0°C; a esta solugdo foi adicionada 2-cianoetoxi-~N,N-
diisopropilaminoclorofosfina (1,1 ml; 5mmole) com uma seringa e
sob argon. Apds cerca de 30 minutos a reac¢do estava completa e a
mistura reaccional foi dilulda com 150 ml de acetato de etilo. A
fase orgénica foi lavada com 2 x 150 ml de NaHCO3 a 5% e 2 x 150
ml de solugdo de NaCl saturada a 80%. Apds secagem sobre NaySOy
s6lido a solugdo foi filtrada e evaporada até & secura para dar
3,6 g de espuma branca de DMT-E’(Lev) BCE amidite. A amidite em
bruto foi purificada numa coluna de silica gel elulda com
CHpCly/acetato de etilo/trietilamina (45:45:10 v/v) para dar uma
espuma branca de DMT-E’(Lev) BCE amidite pura (3,24 g; 4,5
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mmole)., NMR (""P) & 148,5 ppm, e eficiéncia de se acoplar 98%.

Este exemplo descreve uma sintese alternativa do
ligande multifuncional "DMT-E’(Lev) BCE amidite" como se

apresenta no esquema 9.
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O tris-hidroximetil etanco (200 mmole) foi co-~evaporado
com 250 ml de piridina e o residuo dissolvido em 125 ml de
piridina, A esta solugdo, arrefecida até (0°C, foi adicionada gota
a gota uma solugdo de trifenilclorosilano ("TPS"; 50 mmole) em
125 ml de CHpCljy. Deixou-se a mistura reaccional aquecer até a
temperatura ambiente e a agitagdo foi continuada até um total de
18 horas. Depois, os solventes foram removidos no vacuo. O
residuo foi dissolvido em 500 ml de acetato de etilo que foi
lavado com 2 x 500 ml de solugdo de NaHCO3 a 5%, 1 x 500 ml de
solugdo aquosa de NaCl saturada a 80%, e finalmente seco sobre
NayS04 solido. Apds filtragdo, o solvente foi removido no vacuo
para dar 18 g de E’(TPS) bruto. Este material foi usado sem mais
purificages. Todo o E'(TPS) (46 mmole) foi dissolvido em 250 ml
de CH3Clpy e trietanolamina (14 ml; 100 mmole) e foi adicionada
N,N-dimetilaminopiridina (100 mg). A esta solugd8o foi adicionado
DMT~Cl (50 mmole) dissolvido em 125 ml de CHyCly. Apés 18 horas a
temperatura ambiente, a mistura reaccional foi diluida com 500 ml
de acetato de etilo e sujeita ao mesmo tratamento aquoso como se
descreve acima para dar 35,8 g de espuma amarela.

0 produto da reac¢do bruto foi purificado numa coluna
standard de silica gel ("800 ml" silica) eluldo com um gradiente
de metanol em CHyClp/trietanolamina 0,5% para dar 14,8 g (25
mmole) de DMT-E’(TPS) puro. O DMT-E’(TPS) (10 mmole) purificado
foi dissolvido em 50 ml contendo N,N-dimetilaminopiridina (100
mg) e 2,6-lutindine (2,3 ml, 20 mmole) e foi adicionado 4acido
levulinico (2,3 g, 20 mmole). A esta solugdo foi adicionado gota
a gota hidrocloreto de 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodi-

imida (3,83 g, 20 mmole) dissolvido em 50 ml de CHpCly. Apds 18
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horas a reacgso estava completa (analise por TLC), e a mistura
reaccional foi dissolvida com 500 ml de acetato de etilo e
sujeita ao mesmo tratamento aquoso descrito cima. O residuo
obtido a partir deste tratamento foi dissolvido em THF (50 ml) e
foram adicionados, primeiro, 40 ml de piridina e depois 10 ml
dcido acético concentrado, seguidos de 20 ml de fluoreto de
tetrabutilaménio IM em THF (Aldrich). A andlise por TLC apdés 30
minutos revelou que todo o material inicial havia sido
consumido. A maior parte do solvente foi entdo removido no véacuo
e o restante residuo sujeito ac seguinte tratamento aquoso: 0
acetato de etilo (250 ml) para dissolver a maior parte do
material organico e 250 ml de solugdo de bicarbonato de sédio a
5% foram adicionados lentamente (evolugdo de COp). O NaHCOj3
solido foi entd8o adicionado com agitag@io e dissolvido até restar
sal solido e até cessar toda a evolugdo do COp. A solug8o
aquosa/organica combinada foi transferida para uma ampola de
decantag8o e a fase organica lavada como se descreve acima. A
remogdo do solvente produziu 5,6 g de DMT-E’(Lev) bruto, como um
®leo claro. O produto foi isolado por cromatografia em silica gel
usando ca, 500 g de silica e CHyClp/trietilamina a 0,25% contendo
0% e 1% de metanol como eluente para dar 2,7 g (5,2 mmole) de
DMT-E’' (Lev) como um 6leo claro e sem cor,

QO DMT-E'(Lev) puro foi convertido em 2-cianoetil
fosforamidite como se segue: DMT-E’ (Lev) foi dissolvido em 20 ml
de CHpCly contendo N,N-diisopropiletilamina (2,6 ml; 15 mmole) e
arrefecido até 0°C; a esta solug8o foi adicionado, com uma
seringa e sob argon, 2-~cianoetoxi~N,N~diisopropilamino-

clorofosfina (1,1 ml; 5 mmole). Apds ca. 30 minutos a reacgdo

47



-

estava completa e a mistura reaccional foi diluida com 150 ml de
acetato de etilo. A fase orgénica foi lavada com 2 x 150 ml de
NaHCO3 a 5% e 2 x 150 ml de solug&io saturada de NaCl a 80%. Apos
secagem sobre NapSO4q solido a solugdo foi filtrada e evaporada
ate a secura para dar 3,4 g de espuma hranca de DMT-E’(Lev) BCE
amidite. A amidite em bruto foi purificada numa coluna de silica
gel, eluilda com CHyClp/etil acetato/trietilamina (45:45:10 v/v),
para dar uma espuma branca de DMT-E’(Lev) BCE amidite pura (2,4
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g; 3,3 mmole). NMR (“"P) & 148,5 ppm e eficiéncia de acoplamento

98%.

REIVINDICAGOES

1- Um meétodo para detectar a presenga de uma sequéncia
oligonucleotidica de interesse, num 4&cido nucleico analitico
presente numa amostra de dcido nucleico, caracterizado pelo facto
de compreender:

- a combinagdo, sob condig8es de hibridizag8do, da
referida amostra de acido nucleico com o] reagente

polinucleotidico com a seguinte estrutura:
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Il | / ‘
£ HO’TDNA(;320-«1]3«0—lcammaliﬁ——«:m )y——-o-f?-—od [DNAg)*—OH
OH NO, OH

no qual:

DNA; € um primeiro segmento de DNA;

DNAy ¢ um segundo segmento de DNA; e

um dos dois X e Y é zero, enquanto que o outro & um
nimero inteiro da gama do 1 aos 12 inclusivé,
em que um dos referidos, amostra e reagente, ¢é& ligado a um
suporte, e a hibridiza¢8o do referido analitico e do referido
reagente polinucleotidico resulta na ligag8o de um marcador ao
dito suporte, através do sitio de clivagem

== (CHy);~CH=(CHj)p,— 00—
NO,q

libertando substancialmente o referido suporte do marcador
ligado ao referido suporte em vez de através do referido local de
clivagem selectiva;

clivagem do referido local de clivagem através de fotdlise,
utilizando luz com um comprimento de onda de cerca de, pelo
menos, 350 nm; e

detecgdo do marcador livre do referido suporte.
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2- Um método para detectar a presenga de uma sequéncia de
oligonucledétidos de interesse, num 4acido nucleico analitico
presente numa amostra de acido nucleico, caracterizado pelo facto
de compreender:

a combinag8o, sob condig8es de hibridizag&o num meio aquoso,
da referida amostra de 4acido nucleico com o} reagente
polinucleotidico citado na reivindicagdo 1, em que um dos
referidos amostra ou um componente do referido reagente ¢ ligado
a um suporte, e a hibridizag¢8o do referido analitico e do
referido reagente polinucleotidico resulta na ligagdo de um

marcador ao referido suporte através do sitio de clivagem

—~=Q={CH,),~ CH""(CHQ));,""O“"
NO,

separag¢do do referido suporte tendo ligado o reagente
polinucleotidico e o &cido nucleico analitico, do referido meio
aquoso;

lavagem do referido suporte com um meio de diferente rigor
de hibridizag¢&o, do referido meio aquoso, para remover o marcador
ligado ao referido suporte, em vez de atraveés do referido local
de clivagem;

clivagem do referido local de clivagem via fotélise usando
luz tendo um comprimento de onda de, pelo menos, 350 nm; e

detecgdo do marcador livre do referido suporte.
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3- Um método para detectar a presenga de uma sequéncia
polinucleotidica de interesse num 4&cido nucleico analitico
presente numa amostra de &cido nucleico, caracterizado pelo facto
de compreender:

a combinagdo, sob condigBes de hibridizag8o da referida
amostra de 4&cido nucleico, com o reagente polinucleotidico

possuindo a estrutura

0 /R
, , I 0
5'—HOS[DNA, J? --o—&lv—-o 5

OH

?
Ho-ﬁ—o~5'[DNA2]3i-0H
0
em que:

DNA; ¢ um primeiro segmento de DNA;
DNA; & um segundo segmento de DNA; e

R ¢ seleccionado do grupo consistindo em 2-nitrobenzil, 4-

*‘CHQC}{QS_@ ""'CHzCHgSi(CHj)S

R 0

penten-1-il,

| Ry ~Ry=O-Rp,
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P —() A —-'CH2CH2 NO‘l

em que R’ & hidrogénio, aril ou aralquil, o Rj pode ser o mesmo
ou diferente, e s#o seleccionados do grupo consistindo em amino,
nitro, halogénio, hidroxil, alquil inferior, e alcoxi inferior, o
Ry pode ser o mesmo ou diferente e sdo seleccionados do grupo
consistindo em amino, nitro, halogénio, hidroxil, alquil
inferior e alcoxi inferior, i é zero, 1, 2 ou 3, j ¢ zero, 1, 2,
3 ou 4, Ry ¢ um C1~-C14 alquileno ou um oligémero oxietileno -
(CH2CH20)z-, em que z ¢ um ndmero inteiro na gama de 1 até 16

inclusivé, e Ry ¢ seleccionado do grupo consistindo em

0
cH, -4 ”
3" -CHZCH2~C-

0
i
i
@'S'CHZCHZ‘O"C- 12
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i 0

| |

©§~cazcuz-o~c-, L .
0

CH3O"CH2 "CHZ "O"CHZ -

em que, um dos referidos amostra ou reagente & ligado a um
suporte, e a hibridizag8o do referido analitico e do referido
reagente polinucleotidico resulta na ligag8o dum marcador ao
referido suporte através do sitio de clivagem

R

\\.O O/’

o |

0
|

R ¢ seleccionado do grupo consistindo em 2-nitrobenzil, 4-

penten-1-il .
“'CHzCHZS "“""'CHgCH?,Sl(CHj})S

R’ 0
R; —Rm-O-Rn,
R, 0
0
I 2
—P —0O —CH,CH, ——-@——Nog

|
O-
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no qual R’ & hidrogénio, aril ou aralquil, o R; pode ser o mesmo
ou diferente, e s#o seleccionados do grupo consistindo em amino,
nitro, halogénio, hidroxil, alquil inferior e alcoxi inferior, o
Rj pode ser o mesmo ou diferente e podem ser escolhidos do grupo
consistindo em amino, nitro, halogénio, hidroxil, alquil inferior
e alcoxi inferior, i & zero, 1, 2, ou 3, j ¢ zero, 1, 2, 3, ou 4,
Ry ¢ alquileno C3-C3g ou um oligomero de oxietileno -(CHCH20),,
em que z € um nimero inteiro na gama de 1 a 16 inclusivé, e R, &

seleccionado do grupo consistindo em

3 9
l !
C 3~5~CH4CHﬂ-C~
0
o cnymol-

2 e
<:::>>§-cuzc32-o-c~,
0

CH40-CH,-CH,=0=CH, =,
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libertando substancialmente o referido suporte do Vmarcador
ligado ao referido suporte em vez de atraves do referido sitio de
clivagem seleccionével;

clivagem do referido sitio de clivagem via fotdlise
utilizando luz com um comprimento de onda de, pelo menos, 350 nm;
e

detecgdo do marcador livre do referido suporte,

4- Um meétodo para detectar a presenga de uma sequéncia
oligonucleotidica de interesse, num 4cido nucleico analitico
presente numa amostra de 4cido nucleico, caracterizado pelo facto
de compreender:

a combinag8o, sob condig8es de hibridizag8o, num meio
aquoso, da referida amostra de &acido nucleico com o reagente
polinucleotidicp citado na reivindicagdo 3, em que um dos
referidos, amostra ou um componente do referido reagente, ¢
ligado a um suporte, e a hibridizagdo do referido analitico e do
referido reagente polinucleotidico resulta num marcador sendo

ligado ao referido suporte através do sitio de clivagem.

R ¢ seleccionado do grupo consistindo em 2-nitrobenzil, 4-

penten-1-il,
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*CHzCHzS@ ~—CH,CH,8i(CH;)s
R' 0
R; =Rp=0-R.,
R, 0
]
“—T'—"O “« —CH(CH, Q NO,
o '

em que R’ ¢ hidrogénio, aril ou aralquil, o Rj pode ser o
mesmo ou diferente e s#o escolhidos do grupo consistindo em
amino, nitro, halogénio, hidroxil, alquil inferior e alcoxi
inferior, o R4y pode ser o mesmo ou diferente e sdo escolhidos do
grupo consistindo em amino, nitro, halogénio, hidroxil, alquil
inferior e alcoxi inferior, i ¢ zero, 1, 2 ou 3, J & zero, 1, 2,
3 ou 4, Ry ¢ alquileno C3-Cy1g ou um oligémero =(CHyCH90),~ em que
z & um némero inteiro da gama de 1 a 16 inclusivé, e R &
seleccionado do grupo consistindo em

0 0
! f
CHB"' —CHOCHZ-(‘.‘

0

H CH -Oa—

i
OZN*<:::>>*CH2CH2“O'C'r
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Vg 0

4 . 1t
C) $=CH,CHA=0-C,

i 9
i
@ﬁ-cxzwg—o-cn
0

CHBO-CHZ-CH2~O—CH2~

separando o] dito suporte tendo ligado o] reagente
polinucleotidico e o 4&cido nucleico analitico, a partir do
referido meio aquoso;

lavagem do referido suporte com um meio de rigor de
hibridizagdo diferente a partir do meio aquoso, para remover O
marcador ligado ao referido suporte em vez de o referido local de
- ¢livagem;

clivagem do referido local de clivagem via fotélise,
utilizando uma luz tendo um comprimento de onda de, pelo menos,
cerca de 350 nm; e

detecg¢do do referido marcador livre do rveferido suporte,

Lisboa, 29 de Julho de 1991
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"METODO PARA DETECTAR A PRESENGA DE UMA SEQUENCIA

OLIGONUCLEOTIDICA DE INTERESSE"

Este invento refere-se a um método para detectar a presenga de
uma sequéncia oligonucleotidica de interesse e a novos reagentes
Yteis numa variedade de contextos bioquimicos e  quimicos,
incluindo ensaios de hibridizagdo de 4cidos nucleicos e
fosforilag8o quimica de compostos contendo  hidroxil. Os
reagentes s#8o particularmente tteis para introduzir sitios de
clivagem e/ou sitios abasicos em cadeias oligonucleotidicas e

polinucleotidicas.
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