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(57) Resumo: OLINUCLEOTIDEO CONTENDO UM FOSFATO
MIMETICO. A presente invengdo refere-se a oligonucleotideos
modificados e a processos para sua produgdo, em que esses
oligonucleotideos contém, pelo menos uma vez, a estrutura P=N-Acc,
onde Acc é um aceitador de elé- trons ou um aceitador de elétrons
substituido por um residuo R e R é qualquer substituinte organico.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengédo para “POLINU-
CLEOTIDEO CONTENDO UM FOSFATO MIMETICO".

A presente invengao refere-se a novas substancias e processos
para produgdo das mesmas no campo da quimica de nucleotideo. Essas
substéncias sdo chamadas de fosfatos miméticos, em que um grupo hidroxi-
la é substituido por um mimético correspondente. , }

Em particular, a presente invengao refere-se a uma nova classe
de oligonucleotideos modificados e processos para sua produgéo.

Estado da Técnica

Diversos processos ja foram anteriormente descritos para pro-
duzir nucleotideos ou oligonucleotideos com um residuo de fosfato modifica-
do. '

(Desoxi)oligonucleotideos sintéticos sdo normalmente prepara-
dos em uma fase sélida com a ajuda da quimica de fosforamidita. Pérolas de
vidro com poros de tamanho definido sdo normalmente usadas como fase
sélida (abreviado em seguida como CPG = vidro de poro controlado). O pri-
meiro mondémero é ligado ao suporte por um grupo de clivagem, de modo
que o oligonucleotideo livre possa ser clivado apés completar a sintese de
fase sélida. Além disso, o primeiro monémero contém um grupo hidroxila
protegido, em cujo caso dimetoxitritila (DMT) é normalmente usado como
grupo protetor. O grupo protetor pode ser removido mediante tratamento a-
cido. Depois, no terminal 5', derivados de fosforamidita de terminal 3' de (de-
soxi) ribonucleosideos que sdo também providos de um grupo protetor DMT,
sao sucessivamente acoplados ao grupo reativo que é liberado em cada ca-
s0 do grupo protetor de DMT em um processo ciclico. Alternativamente, fos-
foramiditas de terminal 5', protegidos por dimetoxitritila de terminal 3' sdo
usados na sintese inversa de oligonucleotideo. A estratégia de H-fosfonato é
tambeém usada para introduzir, em particular, modificagdes na estrutura prin-
cipal do fosfato, por exemplo, para a preparagédo de fosforotioatos marcados
radioativamente. Diversas estratégias j& sdo também 'conhecidas para a
preparacgédo de oligonucleotideos modificados ou marcados: materiais de su-
porte trifuncional sdo usados, de acordo com o estado da técnica, para pre
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para'r oligonucleotideos marcados no terminal 3' (Patentes U.S. N9
5.290.925 e 5.401.837). Fosforamiditas marcadas em que o grupo de mar-
cacao é ligado a fosforamidita através de um ligante C3-12 sdo normalmente
usadas para preparar oligonucleotideos marcados no terminal 5' (Patentes
U.S. N% 4.997.928 e 5.213.191). Adicionais modificagcbes podem ser intro-
duzidas. nos oligonucleotideos em bases individuais (Patehtes U.S. N%
5.241.060, 5.260.433, 5.668.266) ou mediante introducdo de ligantes nao-

- nucleosideos (Patentes U.S. Nos. 5.656.744 e 6.130.323).

Alternativamente, um fosfato de internucleosideo pode ser mar-
cado por meio de marcagao pés-sintética de fosforotioatos (Hodges R.R., et
al. Biochemistry 28 (1989) 261-7) ou por meio de pbés-marcacao de uma fos-
foramidita funcionalizada (Agrawal S., Methods in Mol. Biology, 26 (1993),
Protocols for Oligonucleotide Conjugates, Humaha Press, Totowa, NJ, Capi-
tulo 3). Entretanto, esses métodos ainda ndo receberam aceitagdo devido a
instabilidade das fosforamiditas e dos tioésteres de acido fosférico.

Também ja é cqnhecido do estado da técnica que as modifica- -
¢oes podem ser introduzidas no residuo de fosfato internucleosideo dos oli-
gonucleotideos. Nos casos mais importantes, tais residuos séo fosfotioatos
(Burgers P.M., e Eckstein F., Biochemistry 18, (1979) 592-6), metilfosfonatos
(Miller P.S., et al., Biochemistry 18 (1979) 5134-43) ou boranofosfatos (Pa-
tente WO 91/08213). Monémeros especiais tém de ser sintetizados a fim de
preparar os oligonucleotideos de metilfosfonato. Ao contrario, as fosforamidi-
tas convencionais ou H-fosfonatos podem ser usados para sintetizar fosforo-
tioatos e boranofosfatos, em cujo caso a modificagdo de borano-ou de tio
pode ser ihtroduzida diretamente, durante ou apés a sintese do oligonucleo-
tideo, mediante uso de reagentes especiais que reagem com o H-fosfonato
trivalente ou com o triéster de acido fosfonico. Embora todos esses métodos
levem a oligonucleotideos modificados, as exigéncias da quimica de sintese
usada para isso nao permitem marcagdes que possam ser detectadas dessa
maneira ou grupos funcionais serem diretamente introduzidos na estrutura
principal de fosfato da cadeia do oligonucleotideo durante a sintese de oli-

gonucleotideo.
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Baschang G. e Kvita V., Angewandte Chemie 85(1) (1973) 43-44
descrevem a rea¢ado de um nucleotideo de triéster de acido fosférfco com
azidas, tais como, metilsulfonilazida, para preparar trialquil(aril)imidofosfatos
que sao, entretanto, instaveis e se decompdem.

Nielsen J. e Caruthers M.H., J. Am. Chem. Soc. 110 (1988)
6275-6276, descrevem a reacgéo de fosfitos de desoxinucleosideos providos
cofn um grupo protetor de 2-ciano-1,1-dimetiletila, na presenga de alquilazi-
da. Além disso, os autores sugerem que este principio seja adequado para a
preparagao de nucleotideos que sdo modificados no residuo de fosfato, sem
elucidar quais tipos de modificacbes preparadas com a ajuda do método
descrito podem ter particulares vantagens. Particularmente, os autores suge-
rem a introdugao de residuos alquilicos. o

O documento de patente WO 89/091221 descreve N-alquil-
fosforamiditas ou outros oligonucleotideos substituidos por N-alquila em pelo
menos um residuo de fosfato, que sao preparados mediante oxidacao de
fosfitos de nucleosideos (providos com um grupo protetor) com iodo, na pre-
senca de alquilaminas adequadas.

O documento de paténte WO 03/02587 descreve a preparagao
de oligonucleotideos modificados, em que os H-fosfonatos sdo convertidos
por aminagao em fosforamidatos. ’

Assim, todas essas publicacbes descrevem a preparagao de mo-
léculas que contém um fosforamidato ao invés de um residuo de fosfato. No
entanto, as moléculas contendo fosforamidato sao suscetiveis de hidrélise,
uma vez que o grupo amino é protonado em um ambiente acidico e depois
substituido por &dgua.

Além disso, 0 documento de patente WO 01/14401 propde blo-
cos de construgcao de nucleotideos ou oligonucleotideos, em que um residuo
de fosfato é substituido por N—CIO3, N—NO, ou N—SO.,R. De acordo com
o ensinamento do documento WO 01/14401, essas substancias podem ser
preparadas mediante reagdo do grupo hidroxila de um desoxinucleosideo
com cloreto de amidofosfonila, na presenga de piridina. Entretanto, esse tipo
de preparagdao € complicado, dispendioso de tempo e inadequado para as
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O objeto técnico que forma a base da presente invencgéao é, por-
tanto, de preparar oligonucleotideos marcados aperfeicoados e proporcionar
um processo simples para sua preparagao.

Breve Descri¢cao da Invencéo

Portanto, a presente invengao concerne um compbsto quimico, o

qual é preferiveimente um oligonucleotideo contendo, pelo menos uma vez,

- a seguinte estrutura:

na qual:
' - A representa o terminal 5' de um nucleotideo ou d.e uma cadeia
de nucleotideos ou representa um ligante ligado a uma fase sélida; e

- B representa o terminal 3' de um nucleotideo ou de uma cadeia
de nucleotideos ou representa um ligante;

-DéOHouCHg e ‘

- Acc é um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons
substituido por um residuo R, e R é qualquer substituinte organico.

O aceitador de elétrons Acc é preferivelmente selecionado do
grupo que consiste em:

-CN;

-S0O,-R', em que R' contém pelo menos um grupo alquila substi-
tuido por amino, um grupo arila opcionalmente substituido ou um heterociclo
opcionalmente substituido; - |

e N*-heterociclos de seis membros deficientes de elétrons, em
que peld menos um atomo de nitrogénio € alquilado e localizado na posi¢do
orto ou para e onde esses heterociclos podem ser opcionalmente substitui-
dos por R.

Sao particularmente preferidos os oligonucleotideos em que R
ou R' individualmente ou em combinagdo com o aceitador de elétrons con-

tém uma unidade detectavel ou um grupo funcional.
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Esses oligonucleotideos sao preparados conforme a invengéo
por meio de processos que sao caracterizados pelo fato de um derivado de

fosforo trivalente, de estrutura quimica:
B

|
P-E

l
A

- em que E representa um grupo metila ou um grupo hidroxila
protegido,

- em que A representa o terminal 5' de um nucleotideo ou de
uma cadeia de nucleotideos ou representa um ligante ligado a uma fase s6-
lida, e

- em que B representa o terminal 3' de um nucleotideo ou de
uma cadeia de nucleotideos ou representa um ligante,

é reagido com uma azida da seguinte estrutura:
N=N=N-Acc,

- em que Acc é um aceitador de elétrons ou um aceitador de elé-
trons substituido por um residuo R e R é qualquer substituinte organico.

O aceitador de elétrons Acc é preferivelmente selecionado do
grupo que consiste em:

-CN, -SO.-R e N*-heterociclos de seis membros deficientes de
elétrons, em que pelo menos um atomo de nitrogénio é alquilado e localiza-
do na posicao orto ou para e onde esses heterociclos podem ser opcional-
mente substituidos por R.

Em uma especial modalidade para produgdo de um oligonucleo-
tideo de acordo com a invengao:

a) uma 3'-fosforamidita € primeiro reagida com o terminal 5'-OH
de uma cadeia nascente de oligonucleotideos; e, em seguida,

b) reagdo de uma azida da seguinte estrutura:

N=N=N-Acc,
em que Acc € um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons substitu-
ido por um residuo R e R é qualquer substituinte organico.

Séo particularmente preferidos os processos em que R contém
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uma unidade detectavel ou um grupo funcional.

Os oligonucleotideos de acordo com a invengao que sao produ-
zidos dessa maneira podem ser usados para todas as aplicagdes em que
parceiros de hibridizagdo em qualquer forma e, em particular, parceiros de
hibridizagao derivatizados ou marcados sao requeridos. _

Em particular, esses oligonucleotideos podem ser usados como
sondas de hibridizacao para detectar certas seqiiéncias-alvo.

Outro uso potencial concerne o uso de oligonucleotideos modm-
cados conforme a invengao, para inativagéo de expressao de gene na forma
de oligonucleotideos de anti-sentido ou siRNAs.

Descricao Detalhada da Invencéo

O objetivo da presente invengéo é produzir nucleotideos e oligo-
nucleotideos de uma maneira simples, 0s quais contém residuos de fosfato
modificados e, assim, podem também preferivelmente conter marcadores
detectaveis.

A idéia central da presente invengao € no sentido de se comegar
com um atomo de fésforo trivalente e reagir o mesmo com um reagente, de
tal modo que seja formado um fosfato mimeético estavel. De acordo com a
invengdo, um atomo de fésforo contendo pelo menos um residuo hidroxila
que é provado de um grupo protetor € para esta finalidade reagido com uma
azida tendo a estrutura N=N=N-Acc, em que Acc é um aceitador de elétrons
ou um aceitador de elétrons substituido por um residuo R e R é qualquer
substituinté orgéanico. Isso resulta na formag¢ao de um atomo de fésforo pen-
tavalente ao qual um grupo aceitador de elétrons de forte atragdo de elétrons
é covalentemente ligado através de um atomo de N. Esse grupo garante que
os compostos produzidos dessa maneira sdo, ao contrario dos compostos
de fosforamidato conhecidos do estado da técnica, estabilizados por resso-
néancia e ndo suscetiveis a hidrdlise. '

A idéia que fundamenta a invenc¢do pode ser aplicada a todos os
processos em que é formado fésforo trivalente como intermediario.

Durante a sintese convencional de oligonucleotideo usando fos-

foramiditas, sdo formados triésteres de acido fosfénico com um atomo de
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fosforo trivalente como produtos intermediarios. As primeira e segunda liga-
gées‘ de éster representam a ligagdo de internucleosideo..O atomo de fésfo-
ro é ligado a um grupo hidroxila protegido, tal como, por exemplo, um grupo
beta-cianoetiloxi, através da terceira ligacdo de éster. Ao invés de uma oxi-
dacdo com iodo, o oligonucleotideo nascente pode ser depois reagido con-
forme a invengdo com uma apropriada azida no processo pelo qual o atomo
de fésforo trivalente é oxidado a um atomo pentavalente mediante ligagéo
covalente —N-Acc ao atomo de fésforo, durante a clivagem com nitrogénio.

A sintese de oligonucleotideo pode depois ser subseqliientemen-
te continuada conforme conhecido do estado da técnica. Oligonucleotideos
estaveis sdo obtidos como um produto final, sendo modificados de quase

todas as maneiras em um ou mais residuos de fosfato de internucleotideo.

- Definicbes

Dentro do escopo da presente invengao, alguns dos termos usa-
dos sao definidos como segue.

O termo "grupo reativo" refere-se a grupos de uma molécula que
sdo capazes de reagir sob condigc”)es adequadas com outra molécula, for-
mando a0 mesmo tempo uma Iigégéo covalente. Exemplos de grupos reati-
vos incluem grupos hidroxila, grupos amino, tiol, hidrazino, hidroxilamino,

dieno, alcino e grupos de &cido carboxilico.

O termo "grupo protetor" indica moléculas que reagem com um

ou mais grupos reativos de uma molécula, de modo que como parte de uma
reacao de sintese de multiplas etapas, somente um grupo reativo particular
nao-protegido pode reagir com o desejado parceiro de reagao. Exemplos de
grupos protetores frequentemente usados para proteger grupos hidroxila
incluem beta-cianoetila, trialquilsilila e alila. Grupos protetores para protegao
de grupos amino incluem trifluoroacetila e Fmoc. Outros possiveis grupos
protetores se encontram resumidos em livros de texto padrbes (Greene
T.W., "Protective groups in organic synthesis"; Wiley interscience Publicati-
ons,' John Wiley&Sons (1981) New York, Chichester, Brisbane, Toronto;
Souveaux E., "Methods in Mol. Biology", Vol. 26, Protocols for Oligonucleoti-
de Conjugates, Humana Press, Totowa, NJ, 1994, Capitulo 1, editor S. A-
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grawal).

O termo "ligantes" indica cadeias de carbono tendo uma exten-
sdo de 1-30 atomos de carbono. Essas cadeias ligantes podem também adi-
cionalmente apresentar um ou mais atomos internos de nitrogénio, oxigénio,
enxofre e/ou fésforo. Os ligantes podem também ser ramificados, por exem-
plo, também serem dendriticos. A interconexdo de um ligante com um nu-
cleotideo ou uma cadeia de nucleotideos é feita com uma unidade detecta-

- vel ou um grupo reativo, que € opcionalmente protegido por um grupo' prote-

tor.

Uma unidade detectavel é entendida para indicar substancias
que podem ser detectadas com a ajuda de métodos analiticos. Essa unida-
de, por exemplo, pode consistir em unidades que podem ser detectadas por
espectroscopia de massa, imunologicaménte ou com a ajuda de RMN. As
unidades detectaveis sdo, em particular, substancias que também podem
ser detectadas por métodos 6pticos, tais como, fluorescéncia e espectrosco-
pia de UV/VIS, tais como, fluoresceinas, rodaminas e particulas de ouro.
Elas também incluem intercaladores e ligantes de fendas menores, os quais
podem também causar efeito no comportamento de fusdo e cuja fluorescén-
cia &€ modificada por hibridizagao.

O termo "fosforamiditas" indica moléculas contendo um atomo
de fésforo trivalente que pode ser acoplado ao terminal 5' de um nucleosideo
ou derivado de nucleosideo. Assim, as fosforamiditas podem ser usadas na
sintese de oligonucleotideo. Além das fosforamiditas de desoxirribonucleoti-
deo que sdo usadas para extensdo de cadeia, existem também as fosforé-
miditas derivatizadas com um marcador que podem ser usadas em proces-
sos similares durante ou ad final de uma sintese de oligonucleotideo, para
marcar o oligonucleotideo (Beaucage S.L., "Methods in Molecular Biology",
20 (1993) 33-61, ed. S. Agrawal; Wojczewski C., et al., Synlett, 10 (1999)
1667-1678).

Em conexao com a presente invencdo, o termo "oligonucleoti-
deos" abrange nao apenas (deséxi)oligorribonucleotideos, mas, também,

oligonucleotideos que contém um ou mais analogos de nucleotideo com
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modificagcdes na estrutura principal do fosfato (tal como, por exemplo, metil-
fosfonatos, fosfotioatos), no agucar (tal como, derivados. de 2'-O-alquila, 3'
e/ou 5'-aminorribose, LNA, HNA, TCA) ou bases modificadas, tais como, 7-
deazapurina. Em tal contexto, a invengdo também abrange conjugados e
quimeras contendo andalogos ndo-nucleosidicos, tais como, PNAs ou outros
biopolimeros, por exemplo, pep_tideos. Além disso, os oligonucleotideos de
acbrdo com a invengao podem também conter uma ou mais unidades nao-
nucleosidicas, tais como, espagadores em cada posicao, por exemplo, he-
xaetilenoglicol ou Cn (n=3,6) espacadores.

| O termo "aceitador de elétrons" abrange estruturas atdmicas que
possuem a tendéncia de se ligar a pares de elétrons livres. Uma medida pa-
ra isso é a constante de Hammett. A presente invengéo concerne, em parti-
cular, modalidades em que a constante de Hammett 0, excede um determi-
nado valor de 0,30, preferivelmente, 0,45 e, particularmente e preferivelmen-
te, de 0,60. | |

O aceitador de elétrons deve, além disso, ser compativel com
todas as reagdes quimicas na sintese de oligonucleotideo, isto é:

- nao deve sef oxidado por iodo;

- deve ser inerte para o acido dicloroacético e &cido tricloroacéti-
co, e - '

- deve ser inerte para bases e, “em particular, para amdnia, e

- ndo deve reagir com fosforamidatos trivalentes.

_ Exemplos de aceitadores de elétrons que atendem a essas con-
digdes sao: -NO,, SO»-R, -CN, -CO-R, pirinidinila, piridinila, piridazinila, he-.
xafluorofenila, benzotriazolila (Hansch C., et al., "Chem. Reviews", 91
(1991), 165-195). Além disso, esses aceitadores podem também ser ligados
ao atomo de nitrogénio em um modo de ligagao de vinila ou fenila.

O termo "substituido" significa que a estrutura que é referida
como sendo substituida, contém outro residuo em qualquer posicao, desde
que essa posigao nao seja definida em maiores detalhes. O termo "opcio-
nalmente substituido” indica que a estrutura referida dessa maneira compre-
ende modalidades com e sem adicional residuo.
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O termo "alquila substituido por amino" abrange C4-Csp alquila
linear ou ramificada, contendo pelo menos um grupo amino, em que O grupo
amino é protegido ou é ligado a uma unidade detectavel através de um ligan-
te.

O termo "N*-heterociclo de seis membros" abrange N-hetrociclos

que sdo alquilados em um nitrogénio sp2, de modo que a carga global do

heterociclo é positiva. Exemplos destes incluem piridinio, pirimidinio € quino-
linio. Esses heterociclos sdo conhecidos na técnica como sendo deficientes
de elétrons. |

O termo "cadeia de nucleotideos" é entendido como uma molé-
cula ou parte de uma molécula contendo pelo menos dois residuos de nu-
cleosideo que sao interligados nos terminais 5'-3' por uma por¢ao de fosfato.

Compostos Quimicos de acordo com a Invencao

A presente invengao compreende qualquer composto quimico

contendo, pelo menos uma vez, a seguinte estrutura:
B

|
HO-P=N-Acc
I

A
em que: |

- A representa o terminal 5' de um nucleotideo ou de uma cadeia
de nucleotideos ou representa um ligante ligado a uma fase sélida; e

- B representa o terminal 3' de um nucleotideo ou uma cadeia de
nucleotu’déos ou representa um ligante, e

- Acc é um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons

substituido por um residuo R e R é qualquer substituinte orgéanico. O residuo
deve ser ainda compativel com todas as reagbes quimicas que ocorrem na
sintese de oligonucleotideo, isto é:

- n&o deve ser oxidado por iodo;

- deve ser inerte para o acido dicloroacético e acido tricloroacéti-
co, e

- déve ser inerte para bases e, em particular, para aménia, e

- ndo deve reagir com fosforamidatos trivalentes.
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Os residuos que sao inicialmente per si incompativeis, podem,
entretanto, ser convertidos em derivados que se comportam de modo inerte
sob condi¢cdes quimicas de sintese de oligonucleotideo, mediante uso de
grupos protetores conhecidos para alguém versado na técnica.

Deve ser também entendido por um versado na técnica que os

‘grupos -OH do oligonucleotideo estdo normalmente presentes em uma con-

dicao desprotonada. ,
Além disso, a presente invengao também compreende fosfona-
tos de metila da seguinte estrutura;
B

|
CHz;— P =N-Acc

I
A

com as definicdes fornecidas acima. |

Em uma primeira modalidade preferida, 0 composto quimico da
presente invengdo é um oligonucleotideo. Nesse oligonucleotideo, A repre-
senta o terminal 5' de um nucleotideo ou de uma cadeia de nucleotideos
e/ou B representa o terminal 3' de um nucleotideo ou uma cadeia de nucleo-
tideos. Assim, A e B juntos compreendem pelo menos dois residuos de nu-
cleotideo. |

Dependendo do uso pretendido do oligonucleotideo, as estrutu-
ras descritas acima podem ocorrer uma vez, duas vezes ou diversas vezes
ou mesmo em todos os residuos de fosfato presentes no oligonucleotideo.
Os residuos de fosfato dentro do oligonucleotideo sao chamados de fosfatos
de internucleosideo, de modo que:

- A representa o terminal 5' de um primeiro nucleosideo, e

- B representa o terminal 3' de um segundo nucleosideo dentro
da cadeia de nucleotideo. |

Além disso, as estruturas de acordo com a invengdo podem ser
localizadas no terminal 3' ou terminal 5' de um oligonucleotideo. Caso elas
estejam presentes no terminal 5' do oligonucleotideo, entao:

’ - A representa o terminal 5' da cadeia do nucleotideo, e
- B representa um grupo hidroxila opcionalmente protegido ou



10

15

20

25

30

12

um ligante que pode opcionalmente conter um grupo detectavel ou outro
grupo reativo e pode ser usado para introduzir um grupo detectavel no oligo-
nucleotideo.

Se o aceitador de elétrons contiver um substituinte que também
representa uma unidade detectavel, um oligonucleotideo estando presente,
conforme a invengéo, podera realizar uma dupla marcagao no terminal 5'.

Se a estrutura de acordo com a invengao ocorrer no terminal 3'

- de uma cadeia de nucleotideos, entio:

- B representara o terminal 3' do dito oligonucleotideo, e

- A sera hidroxila ou um ligante ligado a uma fase soélida, em que
a fase sélida sera preferivelmente controlada por particulas de poros de vi-
dro, tais como, aquelas que sdo usadas como material de partida para a sin-
tese rotineira de oligonucleotideo. |

Os nucleosideos individuais dentro dos oligbnucleotl’deos de a-
cordo com a invengdo, podem conter qualquer tipo de nucleosideos ou nu-
cleosideos modificados ou derivados de nucleosideos. As unidades de agu-
car sdo normalmente desoxirribose para oligonucleotideos de DNA ou ribose
para oligonucleotideos de RNA. As nucleobases contidas nos oligonucleoti-
deos de acordo com a invengao podem ser bases de ocorréncia natural, tais
como, adenina, guanina, timidina, citidina, uridina, derivados das mesmas ou
as chamadas bases universais, como nitroindol. Os oligonucleotidébé de
acordo com a invengéao podem conter quaisquer grupos aceitadores de elé-
trons que sejam ligados através de uma ligagdo de amida ao respectivo fos-
fato. Em particular, os seguintes grupos aceitadores de elétrons podem ser
usados:

a) —-CN,

b) -SO.-R', em que R' contém pelo menos um grupo alquila
substituido por amino, um grupo arila opcionalmente substituido ou um hete-
rociclo opcionalmente substituido;

c¢) N*-heterociclos de seis membros deficientes de elétrons, em
que pelo menos um atomo de nitrogénio é alquilado e localizado na posigcdo
orto ou para e onde esses heterocicl.os podem ser opcionalmente substitui-
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dos por R. |

A invengdo também compreende ainda modalidades de SO.-R',
em que R', tal como, alquila substituida por amino, é uma arila opcionalmen-
te substituida ou um heterociclo opcionalmente substituido.

A presenga dos ditos aceitadores de elétrons dentro dos oligo-
nucleotideos de acordo com a invengao resulta em oligonuclebtl’deos modifi-
cados que podem ser usados para uma ampla variedade de aplicagées. En-
tretanto, todos os aceitadores de elétrons que podem conter qualquér resi-
duo organico R sao de particular i'nteresse pelo fato de permitirem aos oligo-
nucleotideos modificados contendo quaisquer residuos. organicos serem
preparados de uma maneira simples dentro do escopo dos processos de
sintese descritos no presente pedido de patente. '

Consequentemente, a presente invengdo concerne, em particu-

lar, também os oligonucleotideos em que um aceitador de elétrons substitui-

do por um residuo R contém uma unidadé detectavel como R ou, alternati-
vamente, contém um grupo funcional como R, ao qual uma unidade detecta-
vel pode ser acoplada apds a sintese do oligonucleotideo mediante pos-
marcacdo. Alternativamente, a presente invengdo também compreende mo-
dalidades em que o aceitador de elétrons € um componente da unidade de-
tectavel. Alternativamente, o residuo R pode ser a prépria unidade detecta-
vel ou um grupo funcional. o

Esses oligonucleotideos marcados podem ser usados, de forma
vantajosa, em numerosas e diferentes aplicagées na biologia molecular, tal
como, em PCR de tempo real. A marcacdo detectavel, preferivelmente, é um
corante fluorescente ou uma molécula de rapida fluorescéncia. Corantes cor-
respondentes e moléculas que podem servir como uma unidade detectavel
para oligonucleotideos sdo bem-conhecidos para aqueles versados na técni-
ca. Exemplos dos mesmos nao-limitativos do escopo de prote¢éao da presen-
te invengao sao: fluoresceinas, rodaminas, cianinas, merocianinas, carboci-
aninas e compostos azo e poliazo.

A presente invengao também concerne sondas de PCR em tem-

po real tendo a estrutura descrita acima, em que pelo menos uma marcagao
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fluorescente é'ligada ao atomo de fosfato da cadeia de oligonucleotideos por
meio de um grupo amida aceitador de elétrons. Exemplos de tais sondas sdo
as sondas de hibridizagdo FRET (documento de patente WO 97/46707) ou
as chamadas sondas de marcagdo unica (documento de patente WO
02/14555). Em tal contexto, as sondas de oligonucleotideos em que existe
uma modificagao interna de acordo com a invengdo em um residuo de fosfa-
to de internucleosideo sao particularmente preferidas. |

Nesse contexto, a presente invengdo também particularmente
concerne oligonucleotideos de dupla marcagao que apresentam duas unida-
des detectaveis. Exemplos de tais sondas sé@o os sinais moleculares (Paten-
te U.S. No. 5.118.801) das sondas TagMan (Patente U.S. No. 5.804.375).
Nesse contexto, a presente invengdo concerne oligonucleotideos de dupla
marcagao em que uma primeira marcagao fluorescente & ligada a um atomo

de fosfato de internucleosideo da cadeia de oligonucleotideos por meio de

‘um grupo amida aceitador de elétrons e uma segunda unidade detectavel se

faz presente terminantemente no terminal 5' ou terminal 3' do oligonucleoti-
deo. |
As moléculas que apresentam essas marcagdes e métodos para
sua preparagao séo bem-conhecidas dos especialistas versados na técnica.
Em um adicional aspecto, a presente invengdo é dirigida para
um composto quimico que apreséﬁta a seguinte estrutura:

I
E-P=N-Acc

|
A

em que:
- A representa um ligante ligado a uma fase sélida;
_ - B representa um ligante que, preferivelmente, é veiculo de um
grupo reativo protegido ou uma unidade detectavel;
- E € um grupo metila ou um grupo hidroxila protegido;
- Acc € um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons
substituido por um residuo R e R é qualquer substituinte orgénico.
Com relag&o a B, o grupo reativo protegido preferido é um grupo
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hidroxila protegido por dimetoxitritila (DMT). Com relagédo a E, o grupo prote-
tor preferido € um grupo beta-cianoetila. - _

Tal composto pode ser usado como material de partida para sin-
tese de oligonucleotideo, em que o fosforamidato seguinte reage com o res-
tante grupo hidroxila do dito composto. Além disso, no caso de A representar
um ligante trifuncional com uma ligagao extra, é possivel se pfoduzir um oli-
gonucleotideo com dupla marcagdo no seu terminal 3', caracterizado pelo
fato de que uma marcagao é introduzida através do substituinte de Acc ea
segunda marcacgao € introduzida através de uma adicional porgao conectada
ao ligante. ,

Producao de Oligonucleotideos de acordo com a Invencdo

A presente invengao também concerne processos para produ-
cao de oligonucleotideos modificados e, em particular, processos para pro-
dugdo dos oligonucleotideos que foram descritos acima.

Em geral, a presente invengéd concerne processos para produ-
¢do de oligonucleotideos modificados, que sdo caracterizados pelo fato de

que um derivado de fésforo trivalente de estrutura quimica:
B

|
P-E

I
A

em que:
- E representa um grupo metila ou um grupo hidroxila protegido,
que, preferivelmente, é protegido por um grupo beta-cianoetila;
- A representa o terminal 5' de um nucleotideo ou de uma cadeia
de nucleotideos ou representa um ligante ligado a uma fase sélida; e
‘ - B representa o terminal 3' de um nucleotideo ou uma cadeia de
nucleotideos ou representa um ligante;
é reagido com uma azida da seguinte estrutura:
N=N=N-Acc,
em que Acc é um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons substitu-
ido por um residuo R e R é qualquer substituinte organico.

Grupos protetores particularmente preferidos incluem beta-
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cianoetila, metila, alila ou silila. Alternativamente, os compostos de metil-
fosfonato podem ser produzidos, de acordo com a inven¢ao, em que E re-
presenta CHs.

De acordo com a invengéo, as azidas podem conter quaisquer
grupos aceitadores de elétrons. Esses grupos sao depois ligados ao respec-
tivo atomo de fésforo. Em particular, os seguintes grupos aceitadores de eié-
trons podem ser usados:

a) -CN,

b) -SO:-R,

c¢) N*-heterociclos de seis membros deficientes de elétrons, em
que pelo menos um atomo de nitrogénio é alquilado e localizado na posigao
orto ou para e onde esses heterociclos podem ser opcionalmente substitui-
dos por R. '

o) processo de acordo com a invengédo pode ser também rotinei-
ramente usado, em particular, em uma sintese convencional de oligonucleo-
tideo. Assim, a presente invengdo também concerne um processo que com-
preende as seguintes etapas:

a) reacao de 3'-fosforamidita com o terminal 5'-OH de uma ca-
deia nascente de oligonucleotideo; . |

b) reacdo com uma azida da seguinte estrutura:

N=N=N-Acc
onde Acc representa um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons
substituido por um residuo R e R é qualquer substituinte organico.

Nesse caso, o terminal 5'-OH da cadeia nascente de oligonucle- -
otideos pode ser o terminal 5' de um nucleotideo de terminal 5' ou o grupo
OH livre de um ligante fixadb a um CPG.

| A quimica convencional de oligonucleotideo comega em um ma-
terial suporte reativo de fase solida. O material reativo de fase sélida se refe-
re a substéncias poliméricas que formam uma fase sélida contendo um gru-
po reativo sobre o qual outras moléculas podem ser imobilizadas. No caso
de sintese de oligonucleotideos, o material suporte consiste normalmente
em pérolas de vidro poroso com um tamanho de poro definido, chamadas de
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particulas de vidro de poro controlado (CPG). Alternativamente, é t_ambém
possivel se utilizar residuos de poliestireno e de outros polimeros e copoli-
meros organicos (Ghosh P. K, et al., J. Indian. Chem. Soc. 75 (1998) 206-
218). Caso os oligonucleotideos devam permanecer imobilizados apés a
sintese no substrato, podem ser usados vidro e também chips semiconduto- |
res como material suporte de fase solida. Os materiais suporte de fase sélida
sdo comercialmente disponiveis.

O suporte pode ser ligado pbr meio do chamado grupo ligante
contendo uma ligagéo que pode éer clivada ao terminal do residuo hidroxila
reativo protegido por um grupo protetor, tal como, DMT (dimetoxitritila). Um
grupo ligante com uma ligagdo que pode ser 'clivada indica aqueles grupos
que se encontram entre o espagador trifuncional e o material suporte de fase
sélida e podem ser clivados por uma simples reacao quimica. Exemplos de
tais grupos incluem succinila ou oxalila ou outros grupos ligantes contendo
uma ligacao de éster que pode ser cIivadé. Outros grupos ligantes sao co-
nhecidos para aqueles versados na técnica (Ghosh P. K., et al., J. Indian.
Chem. Soc. 75 (1998) 206-218).

Esses grupos Iiganteé sao0 essenciais para 0 uso do material su-
porte para sintetizar os oligonucleotideos que sédo pretendidos de estarem
presentes na solugdao aquosa apés a concretizagdo da sintese. Se, ao con-
trario, o oligonucleotideo deve permanecer sobre a superﬁcié do material
suporte apds a sintese, como no caso da produgdo de sistemas de &cido
nucléico (Patente U.S. No. 5,624,711, Shchepinov M.S., et al., Nucl. Acids.
Res., 25 (1997) 1155-1161), gfupos ligantes cliviveis sdo desnecessarios,
sendo preferidos grupo ligantes nao-clivaveis.

Os detalhes de uma sintese de oligonucleotideo para a incorpo-
ragao de estruturas de acordo com a invengao sao como segue.

Um grupo reativo hidroxila, no qual uma extensao de cadeia na
direcdo dos terminais 3'-5' pode ocorrer, é formado apds a remogao do gru-
po protetor DMT por tratamento &cido. Em seguida, derivados de 3'-
fosforamidita de (desoxi)ribonucleosa’deos que sao também providos com um
grupo protetor DMT e adicionais grupos protetores de base bem-conhecidos



10

15

20

25

30

18

na técnica, sdo sucessivamente acoplados ao terminal 5' em cada grupo
reativo liberado do grupo protetor DMT, na presenca de tetrazol. Um inter-
mediario contendo um atomo de fésforo trivalente é formado nesse processo
como um produto intermediario que forma uma ligacdo de éster com cada
um dos nucleosideos que séo ligados pela reagdo e uma terceira ligagéo de
éster com um grupo hidroxila protegido que ja esta presente na fosforamidita
que é usada. Esse grupo protetor que, por exemplo, pode ser formado por

- beta-cianoetila, metila, alila ou silila, & subsequentemente clivado com amé-

nia, apos concretizagado da sintese do oligonucleotideo no processo, a partir
do qual os grupos protetores de base e o ligante ao GPC séo também cliva-
dos. |

Ao invés de oxidagdo com a ajuda de iodo, o oligonucleotideo
nascente € reagido, de acordo com a invencéo, com uma azida da seguinte
estrutura: | '

N=N=N-Acc,
nas posigoes em que os compostos miméticos do fosfato devem ser introdu-
zidos na cadeia de nucleotideo, onde Acc é um aceitador de elétrons ou um
aceitador de elétrons substituido por um residuo R e R é qualquer residuo
organico. A quimica de sintese descrita permite a incorporagéo basicamente
de quaisquer residuos R e, em particular, a incorporagdo de qualquer tipo de
corante fluorescente. |

A preparagéo das azidas de Acc, tais como, azidas de acila e
azidas de sulfonila é simples e conhecida ha longo tempo (Consuiltar a anali-
se de: Brase S, et al., Angewandte Chemie 117, (2205), 5320-5374, 3.4 e
3.5.2). Tais azidas sao referivelmente preparadas a partir de cloretos de aci-
la ou cloretos de sulfonila, Usando azidas de sédio ou a partir de hidrazidas
usando &cido nitroso.

Corantes a base de azida de sulfonila sdo, por exemplo, também
usados em processos de tingimento (por exemplo, documento de patente
DE 19650252). A azida de cianogénio pode ser simpiesmente produzida
mediante reagdo de azida de sédio com bromocianogénio em acetonitrila
(McMurry J.E., et al., J. Organic Chemistry 38(16) (1973) 2821-7). As azidas
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heteroarilicas podem ser preparadas mediante substituicdo nucleofilica de
um halogénio por azida ou a partir de hidrazinas heteroarilicas. Um pré-
requisito é que o nitrogénio atrativo de elétron se encontre na posigdo para
ou orto em relagdao ao grupo azido, uma vez que somente assim é formado
um fosfato mimeético estabilizado por ressonéncia. As azidas orto e para N-
alquil-piridinio sao particularmente adequadas em tal contexto. Algumas azi-
das de acila, sulfonila e piridila sdo também comercialmente disponiveis.

A presente invencao adicionalmente concerne processds con-
forme descrito acima, em que o residuo R é uma unidade detectavel. R é
preferivelmente um corante fluorescente ou uma molécula de rapida fluores-
céncia.

Certas modalidades da presente invengdo concernem a prepa-
ragao de sondas de oligonucleotideo de dupla marcagdo, em que uma mar-
cacao é preferivelmente introduzida internamente no oligonucleotideo, de
acordo com o processo da invengao, e outra marcagao é introduzida no oli-
gonucleotideo, preferivelmente, nos terminais 5' ou 3', de acordo com um
método conhecido do estado da técnica.

~ No caso de uma marCagéo 5' na posigao 5' da ribose do nucleo-
tideo de terminal 5', a incorporagédo é executada por meio de métodos con-
véncionais, usando uma fosforamidita marcada por corante ao final da sinte-
se do oligonucleotideo (Béaucage, S.L., Methods in Molecular Biology 20
(1993) 33-61, S. Agrawal Publishers). |

A marcagao no terminal 3' é realizada mediante uso de CPG
comercialmente disponivel como suporte de fase sdlida reativo, ja contendo
uma marcagao detectavel além do grupo hidroxila tritilado. Apds a clivagem
do grupo protetor DMT, a sintese-padrao de oligonucleotideo pode ser inici-
ada no grupo hidroxila que esta agora livre.

Alternativamente, podem ser usados métodos conhecidos do
estado da técnica para pés-marcagdo de uma adicional marcagdo 5' ou 3'
(Patentes U.S. N% 5.002.885 e 5.401.837).

A presente invengao também concerne intermediarios de sinte-

se, 0s quais podem ser preparados antes da sintese-padrao de oligonucleo-
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tideo. Nesse caso, os intermediarios que ainda estéo ligados a fase sélida e
ndo estao ainda desprotegidos, podendo conter grupos espagadores basi-
cos, sao os preferidos. Os CPGs que sdo familiares para aqueles versados
na técnica , como o CPG de fosfato, sdo preferivelmente usados para a pre-
paragdo, uma vez que se forma um oligonucleotideo fosforilado em 3' apés a
sintese do oligonucleotideo. Apds a detritilagdo, esses CPGs de fosfato séo
reagidos com uma fosforamidita espagadora, na presenca de um ativador. O

- intermediario de fésforo trivalente que se forma é depois reagido com uma

azida de Acc contendo uma unidade detectavel. Esses intermediarios de
sintese podem ser armazenados e usados como CPGs trifuncionais para
marcacgao 3' de carater universal. _

A presehte invengdo também concerne a sintese de fosforamidi-
tas contendo um grupo N-Acc protegido, ao invés, por exemplo, de oxigénio
protegido pof beta-cianoetila, a fim de possibilitar a formagéo de fosforotioa-
tos de N-Acc ou de miméticos de fosfato de bis-N-Acc a serem sintetizados.
Tal estratégia de sintese é adequada em -casos individuais, por exemplo,
para preparagao de oligonucleotideos contendo P=N-CN.

Um intermediério de fosforo trivalente é também formado duran-
te a sintese de metil-fosfonatos, o qual pode ser reagido com as azidas. Os
compostos de metil-fosforamiditas séo também comercialmente disponiveis.

Em uma estratégia de sintese inversa, (documento de patente
EP 1 1565 027), a qual é usada para oligonucleotideos-padréo, assim como,
em particular, para analogos, por exemplo, para sintese de oligonucleotideos
N3'- > P5', um intermediario contendo um fésforo trivalente é também forma-
do, o qual pode ser reagido, conforme a invengdo, com as azidas. As fosfo-
ramiditas correspondentes séo comercialmente disponiveis.

Espectro de Aplicacdes

A estratégia de sintese de acordo com a invengdo permite a
preparagdo de uma ampla variedade de oligonucleotideos modificados na
estrutura principal de fosfato. O grau de modificagdo, a diversidade e a carga
das modificagcbes sao determinadas pelo uso pretendido. '

Por exemplo, os oligonucleotideos de acordo com a invengao
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podem ser usados para hibridizar com DNA e RNA naturais, por exemplo,
para captura ou detecgdo. Os oligonucleotideos contendo miméticbé de fos-
fato de P-N=Acc, individualmente ou como quimeras com fosfatos normais,
podem também ser usados com sucesso como iniciadores em reagdes de
amplificagao. _

- Essas sondas de oligonucleotideos constituem a base para di-
versas aplicagdes, por exemplo, PCR em tempo real, FISH, técnicas de Blot,
sequenciamento (Jung P.M., et al., "Nucleic Acid Amplification Techndlogies
BioTechniques Books", Div. Eaton Publishing (1997), Editors H.H. Lee, S.A.
Morse, O. Olsvik; Bustin Stephen A. e Nolan Tania. "Chemistries IUL Biote-
chnology Series" (2004), 5(A-Z of Quantitative PCR, 215-278).

Os oligonucleotideos marcados de acordo com a invengéo sdo
particularmente adequados como sondas marcadas de modo fluorescente
em diversos formatos de PCR em tempo real.

Duas sondas marcadas sao normalmente usadas para o formato
de sinal molecular (Patentes U.S. Nos. 5.118.801) e para o formato de sonda
de TagMan (Patentes U.S. Nos. 5.210.015, 5.538.848 e Patentes U.S. Nos.
5.487.972, 5.804.375), em que uma marcagao é preferivelmente introduzida
internamente e uma segunda marcagao se encontra localizada nos terminais
5' ou 3' da sonda. E especialmente vantajoso marcar internamente as son-
das usando um processo de acordo com a invengao como parte de uma sfn-
tese de oligonucleotideo, baseado na quimica de fosforamidita. A segunda
unidade detectavel nos terminais 5' ou 3' da sonda pode também ser intro-
duzida na sonda correspondente por meio de um dos processos descritos na
invengao ou com a ajuda de processos conhecidos do estado da técnica.

Uma sonda marcada no terminal 5' e uma sonda marcada no
terminal 3' sdo normalmente usadas para o formato de sonda de hibridiza-
cao de FRET (Matthews J.A., e Kricka L.J., "Analytical Biochémistry", 169,
(1988), 1-25), (Bernard P.S., et al., "Analytical Biochemistry", 255, (1998),
101-107). Nesse caso, € particularmente vantajoso se realizar a marcagao
no terminal 5' da sonda usando um processo de acordo com a invengéo,
como parte de uma sintese de oligonucleotideo baseada na quimica de fos-
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foramidita.

A presente invengdo permite a oligonucleotideos funcionalizados
serem preparados de uma maneira simples, em que o aceitador de elétrons
Acc é modificado por um residuo R, o qual contém um grupo funcional que é
adequadamente protegido para a sintese do oligonucleotideo. Se este resi-
duo for um grupo amino ou hidroxilamino, entéo, ele pode ser usado para
preparar, por exemplo, sistemas de oligonucleotideos mediante marcagao de

- superficies modificadas por epodxi (Seliger H., et al., "Current Pharmaceutical

Biotechnology”, 4, (2003), 379-395). Ao contrario, grupos tiol podem ser u-
sados para imobilizagao em superficies de ouro ou particulas de ouro. Nesse
caso, é particularmente vantajoso,'de acordo com a inveng¢ao, quando diver-
sos grupos tiol sao introduzidos de uma maneira simples, a fim de se obter
uma ligagao estavel de uma sonda de captura na superficie de ouro. Se um
grupo OH pfotegido for incorporado como grupo funcional, entéo, oligonu-
cleotideos ramificados ou dendriticos podem também ser preparados.

Tais grupos funcionais e, em particular, grupos amino, podem
também ser usados para preparar oligonucleotideos marcados, mediante
reagédo dos mesmos com um éster ativo de um corante, apds a sintese do
oligonucleotideo. Entretanto, é mais vantajoso se introduzir a unidade detec-
tavel diretamente durante a sintese de oligonucleotideo, de acordo com o
processo da invengao.

Uma vez que 0s dligonucleotideos de acordo com a invengao
sdo resistentes a nucleases, eles também sdo adequados para uso em di-
versos experimentos de cultura celular, conhecidos dos especialistas para
inativagao de expressdo de genes, isto é, os oligonucleotideos de acordo
com a invengao sao usados como oligonucleotideos de anti-sentido ou como
um componente de ingredientes ativos de siRNA. Nesse caso, as modifica-
¢Oes podem ser selecionadas de modo a facilitar a absorgao celular e/ou
melhorar a ligagéo ao acido nucléico-alvo. A inativagdo da expressao de um
respectivo gene alvo pode ser subsequientemente monitorada por meio de
analise de Northern blot, um procedimento de PCR-RT (em uma etapa ou
duas etapas de tempo real (RT)), mediante hibridizagdo em apropriados mi-
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crossistemas. |

Além disso, os oligonucleotideos de acordo com a inveng&o po-
dem ser usados como ligantes hidrofilicos entre uma unidade detectavel e
uma proteina ou como uma marcagao de uma massa definida. Além disso,
bibliotecas de substancias aptameras podem ser estabelecidas, em cujo ca-
so é possivel se introduzir diversos residuos R no fosfato durante a sintese,
mediante uso de diferentes azidas de sulfonila e azidas de acila ou azidas de
heteroarila. Essas bibliotecas podem, entao, ser testadas quanto a sua liga-
¢do a proteinas ou outras biomoléculas. Uma vantagem sobre os aptameros
conhecidos do estado da técnica é que o processo de acordo com a inven-
¢ao permite um grande numero de diferentes e adicionais modificagdes se-
rem produzidas e testadas de uma maneira simples. '

A invengao é esclarecida em 'maiores detalhes mediante os e-
xemplos seguintes, publicagbes e protocolos de sequéncias, cujo escopo de
protecdo é derivado das reivindicagdes de patente. Os métodos descritos
devem ser entendidos como exemplos, que ainda descrevem o objetivo da
invencao, mesmo apods algumas modificagoes.

~ Os exemplos seguintés e a listagem de seqliéncias sdo forneci-
dos para ajudar no entendimento da presente invengao, cujo verdadeiro es-
copo é estabelecido nas reivindicagOes anexas. Deve ser entendido que po-
dem ser feitas modificacbes nos procédimentos estabelecidos, sem que seja
afastado o espirito da invengao. ' ‘
Exemplo 1
Sintese de um dT(P(=NSO2PhNHAC)JT Modificado
A sintese de dimero foi realizada em uma escala de 10 umol, em

um sintetizador ABI 394. Um suporte dT CPG comercialmente disponivel foi
usado como fase sélida. Todos os produtos quimicos para a sintese-padrao
foram obtidos da Glen Research.

A solugao oxidante convencional contendo iodo foi substituida
por uma solugao 0,1M de azida de fenilsulfonila (p-NAc) (Sigma Aldrich) em
acetonitrila anidra. O tempo de oxidagéo foi prolongado para 16 minutos.

O produto foi cIivadd do suporte por 2 horas a temperatura am-
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biente com aménia a 33% e separado por cromatografia de fase reversa em
uma coluna Poros Oligo R3, de 4,6 x 50 mm. Cromatografia: tampao A: ace-
tato de trietilaménio a 0,1M em &gua, pH de 6,8; tamp&o B: acetato de trieti-
laménio a 0,1M em agua/acetonitrila 1:1, gradiente de 2 minutos, 0% de B a
100% de B em 45 minutos. A absorgao de UV do eluente foi medida em 260
nm. Ocorreu uma fragédo principal que continha o produto desejado. O sol-
vente foi removido em uma centrifuga a vacuo. O residuo foi tomado em a-

- gua redestilada e foi novamente separado a vacuo. Esse procedimento foi

repetido trés vezes. O residuo foi entdo, dissolvido em agua redestilada e
liofilizado.

'"H RMN: (Bruker DPX 300) em DgO: 7,82 d[2H, arila), 7,56 d[2H
arila), 7,47 s[1H, C6- -H], 7,40[1H, C6-H], 6,21 m [1H H1, 6,21 m [1H, H11,
6,07 m[1H, H1', 4,38 m [1H, H3'], 4,10 [m, 4H, H4' H57, 2,38-2,24 m [4H
H2'], 2,22 [3H, CHa], 2,16 [3H, CHg], 2,14 [3H, CH3];

3P RMN: (Bruker DPX 300) em D,0: 2,14

Espectroscopia de Massa (ESI-MS): calculado: 742,66; encon-
trado: [M-H] 741,73.

Exemplo 2
Sintese de um Oligonucieotideo T(P(=NSO2PhNHAC)T9
A sintese de oligonucleotideo foi realizada em uma escala de 1

umol, em um sintetizador ABI 394. Um suporte de dT CPG comercialmente
disponivel foi usado como fase sélida. Todos os produtos quimicos para a
sintese-padréo foram obtidos da Glen Research. |

No primeiro ciclo de sintese, o0 oxidante contendo iodo foi substi-
tuido por uma solugéo a 0,1M de azida de fenilsulfonila (p-NAc) (Sigma Al-
drich) em acetonitrila anidré. O tempo de oxidagao foi prolongado para 16
minutos. A ligagdo das restantes dT-fosforamiditas foi realizada de acordo
com protocolos-padrao.

O produto foi clivado do suporte por 2 horas & temperatura am-
biente com aménia a 33% e separado por cromatografia de fase reversa em
uma coluna Poros Oligo R3, de 4,6 x 50 mm. Cromatografia: tampao A: ace-

tato de trietilaménio a 0,1M em agua, pH de 6,8; tampao B: acetato de trieti-
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laménio a 0,1M em agua/acetonitrila 1:1, gradiente de 2 minutos, 0% de B a
100% de B em 45 minutos. A absorg¢ao de UV do eluente foi medida em 260
nm. Ocorreu uma fragédo principal que continha o produto desejado. O sol-
vente foi removido em uma centrifuga a vacuo. O residuo foi tomado em &-
gua redestilada e foi novamente separado a vacuo. Esse procedimento foi
repetido trés vezes. O residuo foi, entdo, dissolvido em &gua redestilada e
liofilizado.

Espectroscopia de Massa (ESI-MS): calculado: 3176,25; encon-
trado: [M-H]_3176,0.
Exemplo 3
Sintese de um Oligonucleotideo marcado com Fluoresceina

5' AAT ACC TGT ATT CCT CGC CTG TC fluoresceina-3', em
que cada P=0 é éubstituido por P=N-pPh-NA_c (SEQ ID NO:4).

A sintese de oligonucleotideo foi realizada em uma escala de 1

umol, em um sintetizador ABI 394. Um CPG de fluoresceina LightCycler co-
mercialmente disponivel foi usado como fase sélida. Todos os produtos qui-
micos para a sintese-padrao foram obtidos da Glen Research. Foram usa-
das fosforamiditas com grupos prbtetores terc-butilfendxi-acetila (conhecidos
como mondémeros "tac" ou "Expedite") da Proligo. '

O protocolo-padrao foi usado para a sintese, em que o oxidante
contendo iodo foi substituido por uma solugéo a 0,1M de azida de fenilsulfo-
nila (p-NAc) (Sigma Aldrich) em acetonitrila anidra e o tempo de'oxidagéo foi
prolongado para 16 minutos.

O produto foi clivado do suporte por 2 horas a temperatura am-
biente com aménia a 33% e separado por cromatografia de fase reversa em
uma coluna Poros Oligo R3, de 4,6 x 50 mm. Cromatografia: tampao A: ace-
tato de trietilamdnio a 0,1M em agua, pH de 6,8; tampéo B: acetato de trieti-
laménio 0,1M em agua/acetonitrila a 1:1, gradiente de 2 minutos, 0% de B a
100% de B em 45 minutos. A absorgao de UV do eluente foi medida em 260
nm. Ocorreu uma fracdo principal que continha o produto desejado. O sol-
vente foi removido em uma centrifuga a vacuo. O residuo foi tomado em &-

gua redestilada e foi novamente separado a vacuo. Esse procedimento foi
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repetido trés vezes. O residuo foi entdo, dissolvido em &gua redestilada e
liofilizado.

Espectroscopia de Massa (ESI-MS): calculado: 11839; encon-
trado: [M-H] 11839,9.

Exemplo 4 ,
Sintese de Oligonucleotideos Quiméricos em que P=0 foi substituido por

P=N-Acc em Posicoes Especificas

A sintese foi realizada em escala de 1 umol em um sintetizador
ABI 394. A fim de n&o ter modificagdo do oxidante durante a sintese, o pro-
grama de sintese foi modificado, de modo que a solugdo N3-Acc possa ser
fixada em uma posigéo basica extra. Devido as limitagdes da programagao,
a azida foi reagida juntamente com o ativador. Isto ndo afetou a modificagao.
O tempo de reagdo de N3-Acc com o intermediario de fésforo trivalente foi
de 5 minutos. A

Todos os produtos quimicos para a sintese-padrao foram obti-
dos da Glen Research. As fosforamiditas, com grupos de protegdo de terc-
butilfendxi-acetila (conhecido como monémeros "tac" ou "Expedite") da Pro-
ligo foram usadas. A purificagdo foi realizada conforme descrito acima.

Suporte: CPG de fluoresceina: N3-Acc; azida de p-Nac-
fenilsulfonila (Sigma Aldrich).

As seguintes sondas, cada qual com uma idéntica SEQ 1D NO: 4
foram sintetizadas e subseqiientemente analisadas por espectroscopia de

massa.
Modificagao (SEQ:ID.NO:4) Massa  Massa
' calcula- encon-
» . da trada
5-AATACCTGTATTCCTCGCCTGTp1Cfluoresceina-3' 7718 7718,6
5'-Ap1ATACCTGTATTCCTCGCCTGTC fluoresceina-3' 7718 7718,9
5-AATACCTGp1TATTCCTCp1GCCTGTC-fluoresceina-3' 7915 7914,9

5-Ap1Ap1Tp1Ap1Cp1Cp1Tp1Gp1Tp1Ap1 TPITCCTCGCCTGTC- 9681 9681.9
fluoresceina-3'
5-AATACCTGTATTp1Cp1Cp1Tp1Cp1Gp1Cp1Cp1Tp1Gp1Tp1C- 9681 9681,8
fluoresceina-3'

5'-Ap1Ap1Tp1ACCTGTATp1Tp1Cp1 CTCGCCTp1 Gp1Tp1C- 9288 9289.8
fluoresceina-3' '

p1 é um P=N-pPh-NAc mimético



10

15

20

25

30

27

Exemplo 5
Marcacao de Terminal-3"de acordo com a Invencao

a) Preparacao de dabsil-azida

0,71 g (2,19 mmols) de cloreto de dabsila foi dissolvido em 10
mL de acetona. Uma solugdo de 142 mg (2,19 mmols) de azida de sédio em

2 mL de agua foi lentamente adicionada em gotas, sob resfriamento em gelo

e agitagdo. A agitagdo ocorreu durante 2 horas a temperatura de 0°C ¢ de-
pois durante 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, uma solugéo de
32 mg de azida de sédio (0,5 mmbl) em 500 pL de agua foi adicionada e agi-
tada por 1 hora a temperatura ambiente (TLC, silica gel, CHxCl,). 200 mL de
cloreto de metileno foram depois adicionados a suspensao e esta foi, entao,
filtrada. O filtrado foi agitado duas vezes com agua e uma vez com uma so-
lugéo de carbonato acido de sédio a 5% e depois duas vezes com agua. A
fase organica separada foi seca sobre sulfato de sédio. O solvente foi remo-
vido mediante destilacdo em um evaporador rotativo a uma temperatura de
banho inferior a 20°C. O residuo foi suspenso em 2 mL de acetonitrila e fil-
trado. O residuo foi lavado com éter.

Rendimento bruto : 280 mg. A azida é usada diretamente no sin-
tetizador de DNA ou para preparar um suporte sem posterior purificagao.
b) Preparacdo de um Suporte de dabsila para Sintese de Oligonucleotideos
CPG-1caa-NHC(=0)-CHz-CHz-C(=0)-0-CH,-CH,-SO,-CH,-CH,-0-P(O-CH,-
CH2-CN) (=N-SO,-Ph-p-N=N-Ph-p-NMe;)-O CH,-CH,-CH,-ODMTr

Uma carga de 1,2 g de CPG ligada a fésforo (49 pmol/g) foi in-

troduzida em uma frita de Schlenk e lavada com acetonitrila anidra sob at-
mosfera de argdnio. Depois, foi lavada com acido dicloroacético a 0,1 M em
cloreto de metileno até o filtrado se tornar incolor. Em seguida, foi intensa-
mente lavado com acetonitrila anidra. Apéds isso, foi lavada com 2 mL de di-
cianoimidazol em acetonitrila a 0,25 M (ativador) e 2 mL de ativador e, ime-
diatamente, foram usados 2 mL de uma solugdo a 0,1M de espagador Cc3
fosforamidita. A suspenséo foi depois deixada repousar por 3 minutos e foi
filtrada sob pressao de argdnio. Depois, foi lavada com 2 mL de ativador e,

novamente, com 2 mL de ativador e, imediatamente, foram adicionados 2
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mL de uma solugéo a 0,1 M de espagador C3 fosforamidita. Depois, a prepa-
ragdo foi deixada repousar por 12 minutos. O solvente foi removido mediante
filtragdo sob pressao de argbnio, foram adicionados 2 mL de uma solugédo a
0,1 M de dabsil-azida em cloreto de metileno e a mistura foi deixada repou-
sar por 15 minutos. O CPG modificado foi finalmente lavado com 100 mL de
cloreto de metileno e depois com 100 mL de acetonitrila anidra e seco a va-
cuo.

- ¢) Sintese de Oligonucleotideo usando Suporte de dabsila:

5' fluorescein-GCA CCA GAT CCA CGC CCT TGA TGA GC-O-CHx-CHa-
CH3-O (O2)P(=N-SO,-Ph-p-N=N-Ph-p-NMe,)

A sintese de oligonucleotideo foi realizada em escala de 1 umol
em um sintetizador ABI 394. O dabsil-CPG do exemplo 52 foi usado como
material de suporte. O produto de 6-carboxifluorescein-fosforamidita (Glen
Research, Report No. 10 (GR10-1), (1997), 1-12) foi usado para a marcacgao
do terminal 5'.

Todos os produtos quimicos para a sintese-padrdo foram obti-
dos da Gien Re'search. Conforme descrito no Exemplo 4, foram usadas as
fosforamiditas com grupos de protegdo de terc-butilfendxi-acetila (conhecido
como mondmeros “tac” ou "Expedite”) da Proligo. A sintese foi realizada de
acordo com o protocolo-padréo. A clivagem e purificagéo foi também reali-
zada conforme descrito no Exemplo 4.

Espectroscopia de Massa (ESI-MS): calculado 8973; encontrado
[M-H]: 8973,1
Exemplo 6
PCR em Tempo Real e Andlise de Curva de Fuséo

Um procedimento de PCR quantitativo em tempo real de DNA de
fator V subsequente a andlise de curva de fusao foi realizado em um instru-
mento LightCycler 1.2® (Roche Diagnostics GmbH), a fimv de analisar o efeito
de miméticos de fosfato sobre a hibridizacdo. Os iniciadores foram usados
em combinagdo com um par de sondas de hibridizagdo de fluoresceina (Li-
ghtCycler Red 640 FRET). Os iniciadores e a sonda de 5' (LightCycler Red

640) foram mantidas constantes. As diversas sondas de 3'-fluoresceina mo-
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dificadas no fosfato do Exemplo 4 e a sonda ndao-modificada de fluorescel'na
tomada como referéncia, foram usadas como sondas doadoras FRET. O
efeito com relagao ao ponto de cruzamento, que é uma medida para amplia-
¢ao de eficiéncia, e o efeito com relagdo ao ponto de fuséo foram avaliados.
20 pl de uma mistura reacional de PCR foram preparados como
segue, para a amplificagao de um fragmento de DNA de fator V.
- 106 copias de um plasmideo que contém o gene tipo selvagem
de fator V e mutantes (Gene Bank Accession No. M_014335);
- 13 mM de MgCly;
- 500 nM de iniciadores tendo as sequéncias SEQ ID NO: 1 e 2;
- 200 nM de sondas de hibridizagao FRET tendo as seqiiéncias
SEQIDNO:3e 4
O kit de sondas de DNA LightCycler Master Hyb (Roche Applied
Science, Cat. No. 2158825) foi usado para todos oé outros componentes de
PCR, de acordo com as instrugdes do fabricante.
As seguintes seqliéncias foram usadas como iniciadores e son-
das:
SEQ ID NO:1
iniciador dianteiro:
5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG GCT A
SEQ ID NO:2
iniciador inverso:
5' TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA
SEQ ID NO:3 |
sonda aceitadora FRET:
5'LC-Red 640 AGG GAT CTG CTC TTA CAG ATT AGA AGT AGT CCT ATT
SEQID NO:4 -
sonda doadora FRET:
5' AAT ACC TGT ATT CCT CGC CTG TC-fluoresceina
O seguinte programa de temperatura foi usado para a amplifica-
c¢ao no LightCycler 1.2 (Roche Applied Science).
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T[°C] tfs]  Veloc. Declive [°C/s] Aquisigdo Ciclos
Desnaturagdo 95 30 20,0 Nenhuma 1
Amplificagédo 95 0 20,0 Nenhuma
55 10 20,0 Unica 45
72 10 20,0 Nenhuma

O rﬁonitorahi_ento em“tempo realnf(v)i_ Arealizaido du}éhte 45 é}clos
usando o segundo método limite derivado, em que o sinal de fluorescéncia
foi medido em um canal de detecgdo que é especifico para a emissdo do
LigthCycler Red 640 (em 640 nm) e o modo de corregdo aritmético de se-
gundo plano foi usado para normalizar o sinal inicial.

Apds a amplificagéo, foi realizada uma andlise de curva de fusdo
de acordo com as instru¢gdes do manual do instrumento LightCycler (‘Roche
Applied Sciences). '

O seguinte programa de temperatura foi usado:

T[°C]  t[s] Veloc. Declive [°C/s] Aquisicdo Ciclos
Curva fusédo 95 0 20,0 Nenhuma
45 60 20.0 Continua 1
75 10 0,1 Nenhuma
Resfriamento 40 30 20,0 Nenhuma 1

Os sinais de fluorescéncia absolutos sdo medidos conforme a-
cima no canal 640 nm e, subsequentemente, o primeiro derivado foi calcula-
do a partir disso.

Os pontos de cruzamento (CP) sdo mostrados na Tabela seguin-
te como uma medida para eficiéncia de amplificagcdo quando do uso de dife-
rentes sondas doadoras modificadas. A tabela também mostra as temperatu-
ras de fusdo (Tm) medidas de diversas sondas doadoras para a sequéncia
tipo selvagem (WT) de fator V e a sequiéncia mutante (mT) de fator V.

Modificagdo (SEQ ID NO:4) Cp Tm Tm

wt -‘mt
5' AATACCTGTATTCCTCGCCTGTC-fluoresceina-3' (ref) 22,11 64,92 56,98
5' AATACCTGTATTCCTCGCCTGTp1C fluoresceina-3' 22.61 64.32 56.26
5' Ap1ATACCTGTATTCCTCGCCTGTC fluoresceina-3' 2251 64.80 56.80
5' AATACCTGp1 TATTCCTCp1GCCTGTC-fluoresceina-3' 22,26 64,28 55,89

5' Ap1Ap1Tp1Ap1Cp1CP1Tp1Gp1Tp1Ap1 Tp1 TCCTCGCCT 21,40 60,69 5219
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Modificagdo (SEQ ID NO:4) Cp Tm Tm

’ wt . mt
GTC-fluoresceina-3' _
5' AATACCTG- : 21,91 60,74 52,14
TATTp1Cp1Cp1Tp1Cp1Gp1Cp1Cp1Tp1Gp1Tp1C-fluoresceina-
3

5' Ap1Ap1Tp1ACCTGTATp1Tp1Cp1CTCGCCTp1Gp1TpiC- 22,00 61,40 52,83
fluoresceina-3' ' . '

p1 é um mimético de P=N-pPh-Nac.

Conforme mostrado na Tabela, o ponto de cruZamento nao é
signifiéativamente afetado pela introdugdo de modificacdes conforme a in-
vengao, isto &, a eficiéncia de PCR nao é modificada. '

Além disso, nenhum efeito é encontrado na temperatura de fu-
sdo medida em caso de sondas modificadas uma ou duas vezes. Além dis-
so, sondas multiplamente modificadas apenas exibem uma mudanga mode-
rada no ponto de fuséo, nédo superior a 4°C, enquanto que a capacidade de
discriminagdo malcombinada é retida.

Exemplo 7
Analise de PCR em tempo real + curva de fusio

a) Preparacéo de lissamina-azida (= rodamina B)

Uma solugéo de 195 mg (3,0 mmols) de azida de sédio em 5 mL ,
de agua foi adicionada em gotas a temperatura de 0°C a uma solugéo de
577 mg (1 mmol) de cloreto acido de sulforrodamina B em 20 mL de aceto-
na. A mistura foi agitada por 2 horas & temperatura de 0°C e depois por 6
horas a temperatura ambiente. A mistura foi transferida para um funil de se-
paragao e foram adicionados 300 mL de agua e 300 mL de cloreto de meti-
leno. A fase orgénica foi separada e lavada duas vezes com 100 mL de &-
gua. A fase organica foi seca sobre sulfato de sédio. O solvente foi removido
mediante destilagao em um evaporador rotativo. O residuo (140 mg) foi usa-
do sem qualquer purificagéo posterior para a sintese de oligonucleotideos.

b) Sintese de uma sonda aceitadora _de FRET de SEQ ID NO:3
Ap*GG GAT CTG CTC TTA CAG ATT AGA AGT AGT CCT ATT-p
p* = P=NS(O)2-rodamina-B

A sintese de oligonucleotideo foi realizada em uma escala de 1

pmol, em um sintetizador ABI 394. Um CPG (vidro de poro controlado) liga-
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do a fésforo comercialmente disponivel (Glen Reseafch) foi usado como ma-
terial de suporte. Todos os produtos quimicos para a sintese-padrao foram
obtidos da Glen Research. Foram usadas fosforamiditas com grupos proteto-
res terc-butilfenoxi-acetila (conhecidos como mondémeros “tac" ou "Expedi-
te") da Proligo.

O protocolo-padréo (sem tritila) foi usado para a sintese, em que
o oxidante no ultimo ciclo foi substituido por uma solugao a 0,1M de azida de |

- lissamina em acetonitrila anidra e o tempo de oxidagao foi prolongado para

16 minutos.

O produto foi clivado do suporte por 2 horas & temperatura am-
biente com aménia a 33% e separado por cromatografia de fase reversa em
uma coluna Poros Oligo R3, de 4,6 x 50 mm. Cromatografia: tampao A: ace-
tato de trietilamdnio a 0,1M em &agua, pH de 6,8; 'tampéo B: acetato de trieti-
laménio a 0,1M em agua/acetonitrila 1:1, gradiente de 2 minutos, 0% de B a
100% de B em 45 minutos. A absorgdo de UV do eluente foi medida em 260
nm. Ocorreu uma fragédo principal que continha o produto desejado. O sol-
vente foi removido em uma centrifuga a vacuo. O residuo foi tomado em a-
gua redestilada e foi novamente separado a vacuo. Esse procedimento foi
repetido trés vezes. O residuo foi, entao, dissolvido em &gua redestilada e
liofilizado.

Espectroscopia de Massa ‘iEw'SI-MS): calculado: 11710; encon-
trado: [M-H] 11710,5.
c) PCR em Tempo Real

A fim de demonstrar a adequabilidade em PCR de tempo real,
um procedimento de PCR em tempo real de DNA de fator V foi realizado em
um instrumento LightCycIer. 2.0. Os iniciadores foram usados em combina-
¢do com um par de sondas de hibridizagdo FRET fluoresceina/lissamina, em
que a lissamina (rodamina B) atuou como um aceitador de FRET. Curvas de

- quantificacao foram registradas e o valor de cp foi determinado como fungao

da concentragao do acido nucléico-alvo.
Uma analise de PCR em tempo real e de curva de fuso foi rea-
lizada, de acordo com o Exemplo 6, para a amplificagéo de 10* e 108 cépias
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de um fragmento de DNA de fator V. Para isso, foram usadas uma sonda
doadora de fluoresceina, de acordo com o Exemplo 6 (SEQ ID No: 4) que
nao foi posteriormente modificada e uma sonda aceitadora de FRET, de a-
cordo com o Exemplo 7b (SEQ ID NO: 3).

T[°C] tls]  Veloc. Declive [°C/s] Aquisicdo Ciclos

Desnaturagdo 95 30 20,0 Nenhuma 1
Amplificagio 95 0 20,0 Nenhuma
55 10 20,0 Unica 45
72 10 . 20,0 Nenhuma

O sinal de fluorescéncia foi medido em um canal de detecgéo de
610 nm. O modo de correcao de segundo plano 610/530 foi usado para
normalizar o sinal bruto. Um valor de cp de 22 foi determinado para 10° co-
pias e um valor de cp de 26 foi determinado para 10* cépias.

O ponto de fusao para o tipo selvagém foi determinado nos valo-
res de 64,69 °C e 56,24 °C foi determinado como ponto de fusédo para o mu-
tante (10° copias).

Exemplo 8 ‘ _
PCR em Tempo Real com Iniciadores Modificados

Um procedimento'de PCR quantitativo em tempo real de um
DNA humano de fator V foi realizado em um instrumento LightCycler 1.2®
(Roche Diagnostics GmbH), a fim de analisar o efeito dos miméticos de fos-
fato com relagdo ao alongamento do iniciador. O mimético P=N-pPh-NAc foi
introduzido em diferentes posigdes de um par de iniciadores usado para a
amplificacdo de DNA humano de fator V. Os iniciadores modificados foram
sintetizados de acordo com o Exemplo 4. A purificagdo foi feita através de
cromatografia de fase reversa, conforme o Exemplo 3, no modo de realiza-
¢é@o de Tritila. A destritilagdo foi executada mediante tratamento com &cido
acético a 80%, durante 20 minutos.

Estes iniciadores foram usados em combinagdo com um par de
sondas de hibridizagéo, fluoresceina/LightCycler Red 640 FRET, de acordo
com o Exemplo 6. A sonda de fluoresceina e a sonda de 5' LightCycler Red
640 (Seq. ID. No: 3 e 4) foram mantidas constantes. Diversas combinagbes
de iniciadores modificados e nao-modificados foram testadas. Como refe-
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réncia, foram usados iniciadores nao-modificados. O efeito com relagdo ao
ponto de cruzamento, que ¢ uma medida para a eficiéncia de amplificacéo,
foi avaliado.

O monitoramento em tempo real foi realizado durante 45 ciclos
usando o segundo método limite derivado, em que o sinal de fluorescéncia
foi medido em um canal de deteccdo que é especifico para a emissdo do
LigthCycIer Red 640 (em 640 nm) e 0 modo de corre¢ao aritmético de se-
gundo plano foi usado para normalizar o sinal inicial.

Os sinais absolutos de fluorescéncia sdo medidos como acima
no canal de 640 nm e, subsequentemente, o primeiro derivado foi calculado
a partir disso. Os pontos de cruzamento s&o mostrados na Tabela seguinte
como uma medida de eficiéncia de amplificagdo, quando do uso de diferen-
tes iniciadores modificados. |

Combinagdes de Iniciador Cp
SEQIDNO:1

SEQ ID NO:2

5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG GCT A 20,36
5' TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA

5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG GCTA 22,08
5' TGT TAT CAC ACT GGT GCT Ap1A

5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG GCT A 22,50
5' TGT TAT CAC ACT GGT Gp1CT AA |

5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG GCT A | 21,36
5'TGT TAT CAC ACT p1GGT GCT AA

5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG GCT p1A 20,80
5' TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA

5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG piGCT A 20,85
5'TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA

5' GAG AGA CAT CGC CTpi1C TGG GCT A 20,61
5' TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA

5' GAG AGA CAT CGC CTC TGG GCT p1A 21,76
5' TGT TAT CAC ACT GGT GCT ApiA

5' GAG AGA CAT CGC CTp1C TGG p1GCT A 22,75
5' TGT TAT CAC ACT GGT Gp1CT AA

5' GAG AGA CAT CGC CTp1C TGG GCT A 21,36

5'TGT TAT CAC ACT p1GGT GCT AA
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p1 é um mimético de P=N-pPh-NAc.

~ Conforme mostrado na Tabela, o ponto de cruzamento ndo é
significativamente afetado pela introdugdo de modificagdes de acordo com a
invencgao, nos iniciadores que mostram que a eficiéncia do procedimento de
PCR é praticamente nao-modificada.
Exemplo 9 .
Sintese_de um oligonucleotideo marcado de fluoresceina compreendendo
um mimético de piridinio-fosfato

A sintese de um oligonucleotideo de acordo com a SEQ ID NO:
4 foi realizada em uma escala de 1 pmol, em um sintetizador ABI 394. Um
CPG contendo fluoresceina, LightCycler, comercialmente disponivel (Roche
Applied Science) foi usado como material de suporte. Todos os produtos
quimicos para a sintese-padrédo foram obtidos da Glen Research. Foram u-
sadas fosforamiditas com grupos protetores terc-butilfenoxi-acetila (conheci-
dos como mondémeros "tac" ou "Expedite”) 'da Proligo.

O protocolo do Exemplo 4 foi usado para a sintese, enquanto
durante o segundo ciclo, foi usado como oxidante uma solugdo a 0,1M de
1,2,6-trimetil-piridinio-4-azida (RéreChem AQ N6 1054) em acetonitrila ani-
draeo témpo de oxidag&o foi prolongado para 16 minutos. Isto resultou em
um composto intermediario compreendendo a seguinte estrutura:

?
---O_ ._O---
[

N
7\
__N+

\

O produto foi clivado do suporte por 2 horas & temperatura am-
biente com aménia a 33% e separado por cromatografia de fase reversa em
uma coluna Poros Oligo R3, de 4,6 x 50 mm. Cromatografia: tamp&o A: ace-
tato de trietilaménio a 0,1M em agua, pH de 6,8; tamp&o B: acetato-de trieti-
laménio 0,1M em agua/acetonitrila 1:1, gradiente de 2 minutos, 0% de B a
100% de B em 45 minutos. A absorgéo de UV do eluente foi medida em 260
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nm. Ocorreu uma frag&o principal que continha o produto desejado. O sol-
vente foi removido em uma centrifuga a vacuo. O residuo foi tomado em &-
gua redestilada e foi novamente separado a vacuo. Esse procedimento foi
repetido trés vezes. O residuo foi entdo dissolvido em agua redestilada e
liofilizado.

Espectroscopia de Massa (Maldi-MS, Applied Biosystems Voya-
ger System 6327): calculado: 7641,32; encontrado: [M-H] 7639,59 .

- Exemplo 10

Estabilidade de um dinucleotideo dA(P(=NSO2PhNHAc)dT, em comparacio
com um dAdT néo-modificado em diferentes temperaturas e pH

O dA(P(=NSO2PhNHACc)dT foi sintetizado e purificado de acordo
com o Exemplo 1. O dAdT foi também sintetizado de acordo com o Exemplo

1, porém, foram usados agentes oxidantes padréés (iodo a 0,02 M em THF).

Os dimeros foram expostos em diferentes tempos e temperatu-
ras em um tampao de Tris a10 mM, em diferentes valores de pH, 7,0, 8,0e
9,0. As émostras foram deixadas a temperatura ambiente (aproximadamente
24°C) por 24 horas ou sob a temperatura de 95°C por 60 minutos, respecti-
vamente. Fragbes de 150 pL foram removidas antes e depois do experimen-
to e volumes de 100 pL foram injetados no procedimento de HPLC.

A decomposicédo foi monitorada por cromatografia de HPLC de
fase reversa em uma coluna analitica X-Bridge (é,5pm, diametro interno de
4,6 x 50 mm) com um médulo de separagdo Waters 2690. A detecgéo foi
realizada em um detector Waters 2996 PAD (260 nm). Uma fase mével de
acetato de trietilamémio a 0,1 M (pH 6,8), bombeada com um gradiente de
acetonitrila‘ a 95%, a uma vazao de 1,0 mL/min, foi usada. A velocidade de
destrui¢cdo dos dimeros foi jUIgada por monitoramento do tempo de retengéo
(tr) do sinal de dimero (Software Millenium, Waters) e determinag&o da ocor-
réncia de picos adicionais com diferentes tempos de retengdo daquele do
dimero de nucleotideo. Os resultados sdo mostrados na Tabela seguinte:



Solucdo de partida

24 horas sob a tempera-
tura ambiente (24°C)

1 hora a 95°C
(estufa de secagem)

16 horas a 95°C (estufa
de secagem)

Solugéo de partida |

24 horas sob a tempera-
tura ambiente (24°C)

1 hora a 95°C
(estufa de secagem)

16 horas a 95°C (estufa
de secagem)

Solugéo de partida

24 horas sob a tempera-
tura ambiente (24°C)

1 hora a 95°C
(estufa de secagem)

16 horas a 95°C (estufa
de secagem)
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- dAdT

pH 7.0
tempo de retencao
de HPLC= 2,39

tempo de retengao

de HPLC= 2,39
tempo de retencao
de HPLC= 2,48
tempo de retengao
de HPLC= 2,42
1 novo pico t=6,2

- pHB8.0
tempo de retengao
de HPLC= 2,38
tempo de retengao
de HPLC= 2,38
tempo de retencgao
de HPLC= 2,42
tempo de retengéo
de HPLC= 2,41
1 novo pico 6,2
pH 9.0
tempo de retencao
de HPLC= 2,41
tempo de retencao
de HPLC= 2,41
tempo de retengéo
de HPLC= 2,42
tempo de retengao
de HPLC= 2,43

dA(P(=NSO2PhNHACc)dT

tempo de retencao de
HPLC= 2,93

tempo de retengéo de
HPLC= 2,93
tempo de retengao de
HPLC= 2,99
tempo de reteng¢ao de
HPLC= 2,99
2 novos picos t=1,2, 2,0.

tempo de retencao de
HPLC= 2,96

tempo de retengao de
HPLC= 2,96

- tempo de retencao de
HPLC= 2,92

tempo de retencao de
HPLC= 2,92

tempo de retencado de
HPLC= 2,92
tempo de retengao de
HPLC= 2,92
tempo de retengdo de
HPLC= 2,95
tempo de retengao de
HPLC= 2,95

O dimero n&o-modificado foi estavel em um pH 7,0, 8,0 e 9,0

durante 24 horas a temperatura ambiente, por 1 hora & temperatura de 95°C

e iniciou a decomposicéo apés 16 horas em um pH 7,0 e pH 8,0. O dimero

modificado foi estavel em um pH 7,0, 8,0 e 9,0 durante 24 horas & tempera-

tura ambiente, por 1 hora a temperatura de 95°C e iniciou a decomposigao

apo6s 16 horas em um pH 7,0.
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agggatctgc tcttacagat tagaagtagt cctatt 36

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

4
23
DNA
Artificial

sonda
4

aatacctgta ttcctcgcect gtc 23
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REIVINDICAGCOES
1. Composto quimico, o qual contém, pelo menos uma vez, a
seguinte estrutura:

w

D- I|=> =N-Acc
I
A
na qual: -
| - A representa o terminal 5' de um nucleotideo ou de uma cadeia
de nucleotideos ou representa um ligante ligado a uma fase sélida; e

- B representa o terminal 3' de um nucleotideo ou de uma cadeia
de nucleotideos; ;

-D é OH ou CHg; e

- Acc € um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons
substituido por um residuo R e R é qualquer substituinte organico, e Acc é
selecionado do grupo que consiste em:

(i) -CN; |

(i) -SO2-R', em que R' contér_n pelo menos um grupo alquila
substituido por amino, um grupo arila opcionalmente substituido ou um hete-
rociclo opcionalmente substituido;

(iii) N*-heterociclo de seis membros, em que pelo menos um -
tomo de nitrogénio € alquilado e localizado na posigéo orto ou para, dito he-
terociclo sendo selecionado de um grupo que consiste erh piridinio, pirimidi-
nio e quinolinio.

2. Composto quimico de acordo com a reivindicagéo 1, caracte-
rizado pelo fato de que R ou R' individualmente ou em combinagdo com o
aceitador de elétrons contém uma unidade detectével ou um grupo funcional,

3. Oligonucleotideo de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, ca-
racterizado pelo fato de que A e B juntos compreendem pelo menos dois
residuos de nucleotideo.

4. Processo para produzir um oligonucleotideo modific'ado, ca-
racterizado pelo fato de que um derivado de fésforo trivalente, de estrutura ‘

quimica:
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- em que E representa um grupo metila ou um grupo hidroxila
protegido,
. -em que A representa o terminal 5' de um nucleotideo ou de

uma cadeia de nucleotideos ou representa um ligante ligado a uma fase sé-

lida, e

- em que B representa o terminal 3' de um nucleotideo ou de
uma cadeia de nucleotideos ou representa um ligante, '
€ reagido com uma azida da seguinte estrutura:

N=N=N-Acc,

- em que Acc € um aceitador de elétrons ou um acéitador de elé-
trons substituido por um residuo R, e R é qualquer s’ubsﬁtuinte organico, e
Acc é preferivelmente selecionado do grupo que consiste em:

ComeN

(i) -SO2-R', em que R' contém pelo menos um grupo alquila
substituido por amino, um grupo arila opcionalmente substituido ou um hete-
rociclo opcionalmente substituido;

| (iii) N*-heterociclo de-seis membros, em que pelo menos um a-

tomo de nitrogénio € alquilado e localizado na posigdo orto ou para, dito he-
terociclo sendo selecionado de um grupo que consiste em piridinio, pirimidi-
nio e quinolinio.

5. Processo de acordo com a reivindicagdo 4, compreendendo
as seguihtes etapas: _ '

a) reagir uma 3'-fosforamidita com o terminal 5'-OH de uma ca-
deia nascente de oligonucleotideos; e, em seguida,

b) reagéo com uma azida da seguinte estrutura:

N=N=N-Acc,

em que Acc é um aceitador de elétrons ou um aceitador de elétrons substitu-
ido por um residuo R, e R é qualquer substituinte organico, e Acc .é selecio-

nado do grupo que consiste em:
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(i) -CN;

(i) -SO2-R', em que R' contém pelo menos um grupo alquila
substituido por amino, um grupo arila opcionalmente substituido ou um hete-
rociclo opcionalmente substituido;

(i) N*-heterociclo de seis membros, em que pelo menos um a-
tomo de nitrogénio é alquilado e localizado na posi¢éao orto ou para, dito he-
terociclo sendo selecionado de um grupo que consiste em piridinio, pirimidi-
nio e quinbh’nio. |

6. Processo de acordo com as reivindicagdes 4 e 5, em que R ou
R' é uma unidade detectavel.

7. Uso de um oligonucleotideo como definido nas reivindicacdes
1 a 3, como um parceiro de hibridizagao. '

8. Uso de acordo com a reivihdicagéo 7, como uma sonda de
hibridizag¢ao.

9. Uso de acordo com a reivindicagéo 7, para inativar a expres-

sao de gene em um experimento de cultura celular.
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. RESUMO
Patente de Invengdo: "POLINUCLEOTIDEO CONTENDO UM FO'SFATO
MIMETICO". |
A presente invengao refere-se a oligonucleotideos modificados e
a processos para sua produgdo, em que esses oligonucleotideos contém,
pelo menos uma vez, a estrutura P=N-Acc, onde Acc é um aceitador de elé-
trons ou um aceitador de elétrons substituido por um residuo R e R é qual-

quer substituinte organico,
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