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ABSTRACT

Here, we report the chemical synthesis of a biotinylated nucleoside {2'-deoxyadenosine) at C-8 position, using the
1,2-bis-{amincethoxy)ethane as a polar spacer. This compound is compatible with automatic oligonucleotide
synthesis by phosphoramidite method and allows the site-specific polybiotinylation of the oligonucleotides with a
coupling efficiency higher than 98 %. We report the immunoenzymatic recognition of these oligonucleotides
immobilized on membrane by the dot-blot technique. We detected 1.6 fmol of target DNA using this
oligonucleotides as a probe in a membrane hybridization assay.
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RESUMEN

Se reporta la sintesis quimica de un nucleésido (2'-desoxiadenosina) biotinilado en la posicion C-8 y con un
espaciador de cadena polar [1,2-bis-(aminoetoxi) etano], para ser utilizado en la preparacién de oligonucleétidos
multibiotinilados mediante reaccién en fase sélida. Este compuesto es compatible con la sintesis automdtica por el
método del fosforamidito y permite la multibiotinilacion sitio especifica de los oligonucleétidos, con una eficiencia
de acoplamiento superior al 98 %. Se muestra el reconocimiento de estos oligonucledtidos inmovilizados en
membrana por la técnica de dot-blot y un ensayo de hibridacién en membrana donde se utiliza como sonda un
oligonucleétido biotinilado por esta técnica y en el que se detectan 1,6 fmol de ADN blanco inmovilizado.

Palabras claves: biotina, 2'-desoxiadenosina, método del fosforamidito, oligonucleétidos

Introduccion

El marcaje y la deteccion de acidos nucleicos c¢s
imprescindible en biologia molecular. Las hibrida-
ciones en membranas (southern, northern. dot, slot
blots. y otros) e in situ son utilizadas rutinariamente
en la mayoria de los laboratorios. Desde finales de la
década pasada han cobrado un gran auge los métodos
de marcaje no radiactivos los cuales son mas seguros
y cconomicos que los métodos radiactivos, y los
grupos reporteros (biotina, digoxigenina, fluorescei-
na, ¢te.) son mucho mas estables que los isdtopos
radiactivos (2P, **S. *H. entre otros) (1).

Entre los grupos reporteros mas utilizados para oli-
gonucledtidos esta la biotina, Esta se puede introducir
con relativa facilidad en los oligonucledtidos y presenta
ciertas caracteristicas que la hacen ideal para este tipo
de aplicaciones. estas son: su gran afinidad por la
avidina y la estreptavidina. la union entre éstas y la
biotina es lo suficientemente especifica para garantizar
la unién al blanco de interés. Ambas proteinas poseen
cuatro sitios de unioh por molécula: la molécula de
biotina es pequeda (244.31 Da). por lo que usualmente
no afecta las propiedades de las moléculas a las que se
une (2, 3). Los oligonucledtidos biotinilados se utilizan
ademas en técnicas de reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR). secuenciacion en fase solida. ctc. (2-8).

. Autor de correspondencia

L.a biotina se puede introducir quimicamente en
los oligonucledtidos por dos vias: a) por la incorpo-
racion de la marca en el extremo HO-5" (9-11) y b)
por la incorporacidn, durante la sintesis en fase
solida del oligonucleétido, de nucledsidos modifica-
dos: aqui la marca puede introducirse directamente
durante la sintesis o post-sintéticamente. Esta tltima
variante permite Ja introduccion de mas de un resi-
duo de biotina por molécula,

Existen reportes sobre el marcaje post-sintesis
utilizando la posicion C-5 de la 2°-desoxiuridina o
la 4-NH, de la 2°-desoxicitidina (11, 12). pero este
método requiere mucho tiempo y es muy trabajoso
ya que hay que purificar dos veces el oligonucleoti-
do, antes del acoplamicnto del grupo reportero y
después de éste.

El marcaje directo durante la sintesis del oligonu-
cledtido también se ha reportado sobre los nucledsi-
dos pirimidinicos anteriores (13, 14). Este método
tiene la ventaja de que el oligonucledtido queda
marcado al terminar la sintesis y por lo tanto Unica-
mente se requiere de una sola purificacion.

Singh et al. (15) realizaron ¢l marcaje de la 2°-
desoxiadenosina pero utilizando un espaciador n-
alquilico, un marcador fluorescente (dansilo) y la
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sintesis del oligonucledtido tiene que realizarse por
el método del tosfotriéster.

In ¢l presente trabajo reportamos la sintesis de un
nuevo  fosforamidito (2 -desoxiade-
nosina) biotinilado ¢n la posicion C-8. con un espa-
ciador de cadena polar. ¢l 1.2-bis-(2-aminoctoxi)
etano, para ser utilizado en la preparacion de oligo-
nucleotidos multibiotinilados mediante el métedo del
fosforamidito. Segln nuestro conocimiento no se ha
reportado la sintesis de un derivado biotinilado de la
2'-desoxiadenosina con

nucleosidico

similares caracteristicas a
este, ni existe comercialmente. Con el uso de la
leenica de dot blot se demuestra la presencia del
marcaje biotinilado en los oligonucledtidos.

Materiales y Métodos

Cromatografia

La cromatografia de capa fina (CCF) se realizod sobre
silica gel 60 en placas de aluminie con indicador
fluorescente Faey (Moerck). Los solventes utilizados
fucron: solvente A: C1LCIL/MeOH (9:1. viv). solvente
B: CHHCLMeOTITEA (8.8:1:0.2: viviv). Los com-
pucstos se visualizaron con luz ultravioleta, 1,08 com-
puestos con grupos aminos libres se detectaron por
aspersion con ninhidrina 0.2 % en acclona y posterior
con c¢lla se detectd una coloracion
marron. Los residuos de biotina se detectaron al ob-
servarse una coloracion roja por aspersian con 4-(N.N-
dimetilamino)-cinamaldehido 0.2 % en EtOH/HL50,
(8:2. viv} v los compuestos que tienen grupos dimeto-
xttritilo se visualizaron con HCIOZEWOH (101, viv),
por obscrvacion de una coloracion naranja. Para la

calentamiento,

cromatogralia cn columna se utilizo silica gel 60
(Merck) v como lase movil se utilizaron diferentes
gradientes de CI1LCL/MeOLH,

La cromatogralia liquida de alta resolucion se reali-
70 enoun cquipe modular con dos bombas (LKB).
espectrolotometro Knauer y columna de poliestireno
de fase inversa (Hamilton PRP-1 230 x 4.1 mm).

Espectroscopia

Los espectros de masas Tucron obtenidos en un es-
pectrometro de doble sector (Jeol IMS-HIXTTOLHT)
con bombardeo de atomos rapidos como fuente de
wonizacion (canon FABMS-FABT1). Se utilizd xenon
ultrapuro como gas de hombardeo.

Los espectros de resonancia magnética nuclear
protonice (RMN-"11) se registraron en un equipo de
250 MElz (Britker, modelo AC-230F) Se utihizo
clorotormo  deuterado como disolvente y tetrame-
tilsilano como relerencia interna

Sintesis de 2-nifrofeniléster de biotina
bste compuesto se sinteliza por medio de una reac-

cion de estertlicacion entre ¢l 2-nitrofenol v la hioti-
na segun Picles ef af. (14). Se obtuvieron 7 g para un
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70 % de rendimiento. 'H-RMN: & 1,5-1.9%6H, m,
3CHL), & 2.7(2H, t, CH,COOAr), & 2.9(2H. d.
CH,S), 8 3,2(1H, ¢, CHS), 8 44-4,6(2H, m,
CHNHCO), & 54111, s, NH), 6 6, 0(1H, s, NH). &
7,2-8.2(411, m, ArH). M/Z = 366.

Sintesis del Bis-(N,N-diisopropilamina)-[3-
cianoetilfosforamidito

L.a sintesis de este agente de fosfitilacion se desarro-
116 scpan Nielsen ef al. (16). Se obtuvieron 60 g para
un 69 % de rendimiento, M/Z = 301.

Sintesis de 8-bromo-2’-desoxiadenosina. ()

Al procedimiento original (17) s¢ le adiciond un paso
de purificacion por recristalizacion del producto con
metanol y tratamiento previo con carbon activado para
eliminar impurezas colorcadas. Se particron de 10 g de
2’-desoxiadenosina y se obtuvieron 8,33 g para un
83,3 % de rendimiento. M/Z = 330,2 {doble sefial).

Sintesis de N°-Benzoil-8-bromo-5'-
{4.4'-dimetoxitritil)-2’-desoxiadenosina. (|l

l.a 8-hromo-2’-desoxiadenosina, (8 g, 24,2 mmol), se
disolvio en piridina seca y se evapord a sequedad; esta
opcracion se repitio cuatro veces méas. Se resuspendio
¢n 100 mL de piridina y se le adicionaron 15.2 ml,
(121.0 mmol) de trimetilclorosilano (Fluka) gota a
gota. con agitacion y en bafo de hielo-agua. Después
de 30 min de agitacion s¢ adadicron de la misma
forma 14,1 mL (121,0 mmol) de cloruro de benzoilo
{Merck). una vez terminada la adicion se retird el
enfriamicnto y se continué agitando durante 2 h. Se
realizo CCE en solvente A y se observa una sola
mancha asociada al frente del solvente. La reaccion se
detuvo con la adicion de 53 mL de apua fria. Despuds
de 15 min sc procedio a realizar una hidrolisis con
33 ml, de NH,OH (15 M) (Merck); a los 30 min se
realizd CCF en solvente A. y aparecio una mancha de
R'=0,53. L.a mezcla de reaccion se concentrd hasta la
mitad de su volumen y se extrajo con éter dietilico
(cinco veees). El producto comenzd a precipitar poco
ticmpo después de empezada fa extraccion con éter.
Este  producto,  N®-benzoil-8-brome-2-desoxia-
denosina (11), se coevapord de 3 a 4 veces con piridina
seca. Se oresuspendié en 90 mL de piridina y se le
adicionaron 98 g (29 mmol) de cloruro de 4.4°-
dimetoxitritilo (Dalton). La rcaccion se detuvo con
100 mL de agua fria cuando por CCF en solvente A,
se observé la desaparicion de la mancha de Rf'= 0,53
v la aparicion de una de Rf=1(.78. Se extrajo con
CH,Cl, (cuatro veces). Se evapord a sequedad y lucgo
s¢ coevapord con lolueno (tres veees). El producto se
purificé en columna de silica gel utilizando como fase
movil un gradiente CH,Cly/MeOH aumentando de 0 a
| % la concentracion de MeOH. Se obtuvieron 11 g
(62 %). Rf=0,78 cn solvente A, M/Z =737 (doble
sefal), 'H-RMN: & 1,3(111, bs, O, 8§ 2,4(2H, m, H-
2°), 0 3.4(2H, m, H-57), 8 3,6(1H, m, H-4"), & 3.8(6H,
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s, 20CH,), 8 4,2(IH, m, H-3"), 8 5,0(1H, m, H-1"), &
6.5-8.0(18H, m. ArH). & 8.6(1H. s. H-2).

Sintesis de N®-benzoil-8-(N-1,2-bis-
£2-uminoetoxi)etil}~5’-O-(4,4‘-dimeioxiiriﬁl]—
'- desoxiadenosina. (IV)

El compuesto 111, 10 g (13,6 mmol), y 10 g (67,5
mmol) de 1.2-bis-(2-aminoetoxi)etano (Fluka) se
pusieron a refluir en etanol absoluto. Una vez termi-
nada la reaccion se evaporé a sequedad y se procedid
a purificar en columna de silica gel utilizando un
gradiente en el que se aumento de 0 a 5% la con-
centracion de MeOH en CH,Clp. El compuesto se
obtuvo en forma de una espuma blanca, 6,4 g (59 %).
Rf=0.36 en solvente B. M/Z = 803,7. 'H-RMN: &
1.3(1H, bs, HO), 8 2.8(4H. m, CH,-NH), & 3,1(4H,
m, H-3"), & 3,5(4H, m, 2CH,0), & 3.8(6H, s.
20CH,). 8 4.2(1H, m, H-3"), § 4.9(1H, m. H-1"), &
6.5-8.0(18H. m. ArH), & 8,5(1H, s, H-2).

Sintesis de N°-benzoil-8-(N-1,2-bis-
{2-aminoetoxi)etil-N’-biotinil)-5'-O-
(4,4'-dimetoxitritil)-2’- desoxiadenosina. (V)

Se hicieron reaccionar 6 g (7.5 mmol) del compuesto
IV con 3.0 g (8.2 mmol) de 2-nitrofeniléster de
biotina en DMF seca y | mL de TEA. Después de
culminada la reaccion se evapord a sequedad y se
purific en columnas de silica gel con un gradiente
de MeOH en CH,Cl, aumentando de 0 a 4% la
concentracion de MeOH. Se obtuvieron 48 g
(61.2 %) ¢en forma de una espuma blanca. Rf=0.41
en solvente B.. M/Z=1030.2. 'H-RMN: & 13-
1.9¢(6H, m. 3CH,). 8 2.5(2H. t, CH,COOR), &
29211, d. CH,S). & 3.1(4H. m. 2CH,0), & 3.5(4H,
m. CH,0). 8 3.7(6H. s. CH;0). 8 4.1(1H, m, H-3"),
& 4.8(I1L. m, H-1"), & 6.5-8.0(18H. m, ArH). &
8.4(1H. s, H-2).

Sintesis de N°-benzoil-8-(N-1,2-bis-
(2-aminoetoxi)etil-N’-biotinil)-5'-O-

(4,4’ -dimetoxitritil)-2’-desoxiadenosina-3’
-O-(2-cianoetil-N,N’-diisopropilamino
fosforamidito. (VI)

El compuesto V., 4.5 g (4.4 mmol). se coevaporo tres
veees con THF anhidro. Se disolvié en THF anhidro y
se le adicionaron 1.9g (6.2 mmol) de bis-(N.N-
diisopropilamino)-f-cianoetilfosforamidito y 12 1 mL
de una solucidn 0.4 M de tetrazol (Dalton) en
CH;CN anhidro. Al culminar la reaccidon se filtré ¥
se evapord a sequedad. Se disolvio en CHLCl; y se
lave con NatlCO; al 5 %. Después de secar la fase
organica con Na,SQy anhidro se puriticéd el producto
en columna de silica gel utilizando un gradiente de
MeOH en CH,Cly aumentando de 0 a 3 % la con-
centracion de McOH. El producto sc obtuve ¢n
forma de una espuma blanca. 3.2 g (59 %). Rf = 0.68
en solvente A. M/Z = 1 230. "H-RMN: 8 1.3(12H. d.
4CH,). & 14-19(6H. m. 3CH,). & 2.2(2H. t
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CH,CN), & 2,6(2H, t, CH,CO0), & 2.8(2H. d.
CH,S), & 3,1(4H, m, 2CH,0), & 3.5(6H. m, 3CH,0).
8 3.8(6H, s, 2CH,0), & 4.2(1H. m. H-3").5 4.5(1H,
m, H-1"), 8 6,5-8,0(18H, m, ArH), 3 8,6(1H, s, H-2).

Sintesis de los oligonucleétidos

Los oligonucledtidos fueron sintetizados en un equipo
Gene Assembler Plus (Pharmacia) mediante reaccio-
nes en fase solida y por medio del método del fosfo-
ramidito. Para la adicion el compuesto VI se disolvio
en acetonitrile seco a una concentracion de 0,1 moV/I.
y se introdujo ¢n una de las posiciones adicionales de
la valvula | de la maquina sintetizadora. ¢l tiempo de
acoplamiento se aumenté a 6 min. La purificacion sc
realizé por cromatografia liquida de alta eficacia. La
secuencia que se utilizod en los ensayos (Tabla 1) fue
empleada anteriormente en la amplificacion por PCR
del gen de la TrxA (Thioredoxina) de Escherichia coli
K12, su clonacién y expresion bajo el control de pro-
motores de bacteria (18).

Aplicacién de las muestras en membrana
mediante dot-blot

Los cuatro oligonucledtidos biotinilados descritos
anteriormente (Tabla 1) asi como el oligonucledtido
sin marcar {(control negativo) fueron diluidos en TE
Ix (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL. pH 7.6) en
forma seriada (100 ng, 10 ng, | ng. 100 pg. 50 pg v
10 pg) en un volumen final de 100 pul. Estas mues-
tras se calentaron a 70 °C durante 10 min. y puestas
en bafio de hielo-agua de forma inmediata.

Para el caso del ensayo de hibridacion, ¢l plasmi-
dio pTx6, portador del gen de la TrxA de £ col
K12, blanco de nuestra sonda: fue alicuotado (50 ng.
5 ng. 500 pg, 250 pg, 50 pg v 5pg) en TE 1x en un
volumen final de 100 pL. Se aplico | pg de control
negativo, plasmidio pUC 19 (19). 20 veces mas que
nuestro ADN homologo. Las muestras se calentaron
a 100 °C por espacio de 10 min y luego colocadas
inmediatamente en bafo de hielo-agua.

Las muestras, tanto de los oligonucledtidos como
del ADN plasmidico, se aplicaron a vacio con un
equipo Manifold (Schleicher & Schuell). La transfe-
rencia se realizd segin Mason y Willians (20). Ll
soporte utilizado en ambos analisis por dot blot
fue una membrana de nylon {Hybond-N. Amer-
sham) y las muestras se fijaron con luz ultravio-
leta. 3 mina 312 nm.

18. Campes M, Estrada MP, Rubiera R,
Hernandez O, Lleonart R, de la Fuente J
et ol. Bacteriophage T7 DNA polymerase
and Escherichia coli K12 Thioredoxin
cloning and high expression Biotec-
nologia Aplicada 1990,7(3):313-319

19. Yonish-Perron C, Vieira J, Massing J.
Improved M13 phage cloning vectors
and host strains: nucleotide sequences of
the M13mp18 and pUC19 vectors. Gene
1985,33(1)103-11%

20. Mason PJ, Williams JG. Nuclsic Acid
Hybridization: A Practical Approach,
1990, chapter 5, 119

Tabla 1: Secuencias de los oligonuclestidos sintetizados.

S/B 5'-ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGAC-3'
A 5'-ATGAGCGATAAAATTATTCXCCTGACTGAC-3’
B 5'-ATGAGCGXTAAAATTATTCACCTGXCTGAC-3’
C 5'-ATGXGCGATAAAATTATTCXCCTGACTGXC-3'
D 5'-ATGXGCGATXAAATTATTCXCCTGACTGXC-3'

S/B: oligonuclestido sin biotina y X: 2’-desoxiadenosina biotinilada.

Biatecnologia Aplicada 1998; Vol. 15, No. 3
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Hibridacién

La membrana con ¢l ADN plasmidico inmovilizado
se prehibridé durante 1 h a 60 °C en la solucién de
prehibridacién [6X SSC, 0,2 % SDS, 10X Denhardt
(21), 100 pg/mL de ADN de esperma de salmon
desnaturalizado].

Esta membrana se sometié al proceso de hibrida-
cién por incubacion, 2 h a 45°C, en la soluciéon de
hibridacion (6X SSC, 10X Denhardt, 100 pg/mL de
ADN de esperma de salmén desnaturalizado) y el
oligonucleodtido C (Tabla 1) como sonda a una con-
centracion de 500 ng/ml (22). Ambos procesos se
realizaron en bolsas de nylon herméticamente selladas.
A continuacién, la membrana se lavd dos veces .
temperatura ambiente en 6X SSC, 0,5 % SDS y luego
se realizo otro lavado a 42 °C en 6X SSC, 0,1 % SDS.

Deteccién de las muestras inmovilizadas

Las dos membranas, tanto la de los oligonucledtidos
inmovilizados como la del ensayo de hibridacion, se
bloquearon 30 min en 5 % (m/v) de caseina, 0,1 M
acido maleico, 0,15 M NaCl, pH 7.5. A continuacion
se realizo otra incubacion de 30 min con la solucidén

anterior, fresca, conteniendo 2 plL/mL del conjugado
enzimdtico estreptavidina-peroxidasa (Amersham).
Se lavé dos veces durante 15 min en 0,1 M 4cido
maleico, pH 7,4, 0,03 % Tween 20, La actividad de
la peroxidasa se desarrollé en presencia de las solu-
ciones de revelado del sistema ECL (Amersham).

Resultados y Discusién

La sintesis del mondémero biotinilado se realizo
siguiendo el esquema de la Figura 1. La reaccién de
bromacion de la 2’-desoxiadenosina se realiza para
activar la posicion C-8 de la base nitrogenada y de
esta forma acoplar, por esa posicion, un espaciador y
luego a éste, la biotina. Se utiliza esa posicion porque
no interviene en los enlaces por puente de hidrogeno
entre la adenina y la timina cuando se forma la doble
cadena y presenta cierta tolerancia estérica en la
doble hélice (11).

Los pasos posteriores de proteccién del grupo
amino de la base y la reaccién de tritilacién del
grupo hidroxilo de la posicién 5 se realizaron si-
guiendo los métodos tradicionales de proteccién de
nucledsidos para la sintesis de oligonucledtidos (23).

NH, NH, NHBz
N
O Or o
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H%)—* " o . v
H
H HI 1
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N H H © %
@ A~ n @ >J‘\/\°/\/°\/‘~u,
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H v
Vv = o
NHBz HN*NH
N , o H o
@ A
DMTO— o

CN(CH,),0” "‘NA
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Figura 1. Esquema de reacciones utilizado en la sintesis del compuesto VI. i: Br,/H,0O; ii: trimetilclorosilano, cloruro de
benzoilo, hidréxido de amonio; iii: cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo/piridina; iv: 1,2-bis-(amincetoxi)etano/etanocl; v: 2-
nitrofeniléster de biotina/dimetilformamida y vi: bis-[N, N-dimetilamino)-p-cianoetilfosforamidito, tetrazol.
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Sintesis de un nuevo fosforamidito biotinilado

El espaciador es necesario para facilitar el recono-
cimiento posterior de la biotina por la avidina o la
estreptavidina. En este caso se utilizé el 1,2-bis-
(aminoetoxi) etano, y no uno con una cadena alquilica,
para aumentar la polaridad de la molécula en su con-
junto y asi lograr compatibilidad con la sintesis auto-
matica en fase solida por el método del fosforamidito.

En la sintesis de los oligonucledtidos se utilizé un
tiempo de acoplamiento de 6 min debido a que con
ese tiempo se obtuvieron eficiencias de acoplamiento
superiores al 98,0 %. Con tiempos menores (1,5; 3,0
¥ 5 min) la eficiencia de acoplamiento fue inferior a
97.5 %, y sucesivos incrementos en el tiempo de
acoplamiento no conllevé a un incremento de la
eficiencia. La purificacion se realizé por HPLC. En
la Figura 2 se observa la diferencia en los tiempos de
retencion de estos oligonucledtidos debido a las
diferencias en el nimero de restos de biotina.

Es de destacar también que el compuesto VI es
estable disuelto en acetonitrilo y en atmasfera de
argon seco al menos durante tres semanas al igual
que los fosforamiditos no biotinilados.

La Figura 3 muestra el resultado de inmovilizar
los cuatro oligonucledtidos (Tabla 1) en membrana
de nylon por dot-blot. Como se puede observar, la
intensidad de la sefial aument6é proporcionalmente
con el nimero de biotinas debido a que aumenta el
nimero de conjugados enzimdticos que se pueden
unir a la molécula inmovilizada. Esto ocurre asi hasta
¢l oligonucledtido C, que presenta tres biotinas por
molécula, del cual se detectaron 5 fmol (50 pg). Al
seguir aumentando ¢l numero de biotinas por

S/B

g N W &

Figura 2. Cromatograma de los diferentes oligonucleéti-
dos biotinilados sintetizados. $/B: sin biotina; A: oligonu-
cleétido con una molécula de bictina; B: con dos; C: con
tres y D: con cuatro. Se utilizé un gradiente en el cual se
aumenta-de 0 a 80 % el solvente B en 40 min, flujo:
1,00 mL/min; solvente A: acetato de amonio 0,2 M, me-
tanol 13 %, pH 7,0; solvente B: metanol.
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molécula la sefial disminuy6 y esto se debe posi-
blemente a la presencia de efectos estéricos, que
afectan la unién del conjugado enzimdtico ¢ impo-
sibilitan el reconocimiento de los sitios de union.
Este ensayo se repitié tres y se obtuvo obtenién-
dose en cada caso los mismos resultados.

El oligonucledtido con tres grupos de biotina fue
también utilizado como sonda en la deteccion del
plasmidio pTx6, portador del gen de la TrxA de E. coli
K12 (Figura4) con lo cual se¢ pudo detectar 5ng
(1,6 fmol). Esto nos demuestra que ¢l marcaje soporta
todas las condiciones a las que se¢ somete la sonda, y
que los oligonucledtidos biotinilados por esta via
pueden ser utilizados como sondas ya que son capaces
de reconocer secuencias complementarias. Se realiza-
ron varios experimentos y se probaron empiricamente
varias temperaturas de hibridacion, por llo se encontrd
que las mejores condiciones de estringencia para este
oligonucledtido, se obtienen a 45 °C y no alrededor de
65 °C como debia esperarse tedricamente por lo que el
marcaje afecta la temperatura media de fusion (Tm).
Este experimento se repitid cuatro veces ¥ en cada
caso los resultados fueron similares, de esta forma se
demostré su reproducibilidad.

Conclusiones

Se sintetizé6 un nuevo fosforamidito nucleosidico
biotinilado que e¢s compatible con la sintesis auto-
matica de oligonucledtidos, su eficiencia de aco-
plamiento durante la sintesis es superior al 98 % y
permite obtener oligonucledtidos multibiotinilados,
los cuales reconocen sus secuencias complementa-
rias y pueden ser detectados por métodos inmu-
noenzimaticos.
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Figura 3. Oligonucleétidos bioti-
nilados transferidos a membrana
por “dot-blot”. A-D corresponden o
cada uno de los oligonucledtidos.
CN: control neqativo utilizado,

que fue el mismo oligonucleétido
sin marcar. 1-6 corresponden a
100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 50 pg
y 10 pg de oligonuclestido biofi-
nilado, respectivamente.

Figura 4. Ensayo de hibridacién utilizando el oligonucleétido C como sonda. 1-6 corresponden a

50 ng, 5 ng, 500 pg, 250 pg, 50 pg y 5 pg de DNA blanco respectivamente. 7: oligonucledtido C y

8: control negativo (plasmidio pUC 19).
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