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DESCRICAO

»Conjugados oligonucleétido-antraciclina e oligonucleétido-antraciclinona”

A presente invengéo refere-se a conjugados em que um oligonucledétido
natural ou modificado, capaz de formar uma hélice tripla especifica com uma
cadeia de ADN, é ligado, através de um ligante apropriado, a porcéo aglicona de
uma antraciclina ou a uma antraciclinona, e a sua utilizacdo para o controlo

especifico de expresséo génica.

Estado da arte

Sabe-se [Claude Héléne et al., Biochimica et Biophysica Acta, 1049, 99-
125 (1990); Uhlman E. et al., Chemical Reviews, 90, 543-584 (1990)] que se
podem utilizar oligonucledtidos sintéticos para inibir selectivamente a express&o

de um gene por ligacdo ao ARNm (mecanismo anti-sentido) ou ao ADN
(mecanismo antigénico). No primeiro caso, O oligonucleétido liga-se, através de
ligagbes de hidrogénio, a uma sequéncia complementar de Watson-Crick,
presente no ARNm alvo e interfere na sintese da proteina correspondente. No
segundo caso, O oligonucledtido reconhece e liga-se apenas a uma regiao
polipurina:polipirimidina de ADN em cadeia dupla.

O oligémero sintético, que se coloca no sulco principal do ADN alvo,
conduz & formacdo de um segmento em hélice tripla através de ligacbes de
hidrogénio de Hoogsteen ou de Hoogsteen inversas, com a cadeia de purinas. A
presenca da estrutura em hélice tripla pode interferir na replicagdo e na
transcricdo do gene através de varios mecanismos. De modo a ter um efeito
permanente, ¢é necessario que a estrutura da hélice tripla seja
termodinamicamente estével. Esta estabilidade pode ser aumentada através de
uma molécula apropriada (intercalante) adicionada a uma ou a ambas as
extremidades do oligonucleétido [Nguyen T. Thuong et al., Angew. Chem. Int.
Ed. Engl., 32, 666-690 (1993)]. Entre as moléculas intercalantes, investigou-se
ja a daunorubicina [V.F. Zarytova et al., Nucleosidcs and Nucleotides, 10, 575-
577 (1991); U. Asseline et al., Tetrahedron, 48, 1233-1254 (1992)] mas os
resultados obtidos ndo sdo considerados satisfatérios, uma vez que o aumento
na estabilidade do complexo em hélice tripla assim obtido é semelhante ao
apresentado por outros conjugados ja estudados [T. Montaney-Garestier ef al.,
Molecular Basis of Specificity in Nucleic Acid-Drug Interaction, Kluver Academic
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Publishers, p.275-290, Holanda (1990)]. E portanto claro o interesse de novos
conjugados com um residuo molecular que infira uma maior estabilidade as
estruturas em hélice tripla que formam.

Descricéo detalhada da invencéo

A presente invencdo refere-se a novos conjugados em que um
oligonucledtido natural ou modificado sinteticamente, capaz de formar uma
hélice tripla estavel com regides de ADN especificas, é covalentemente ligado
através de um ligante apropriado, & porcéo aglicona de uma antraciclina ou a
uma antraciclinona. Surpreendentemente, este modo particular de ligar o
oligonucleétido ao intercalante é muito eficiente para obter os resultados
desejados, i.e., uma maior estabilidade em comparacdo com a de conjugados

descritos na arte.

Os oligonucledtidos capazes de formar uma hélice tripla com uma cadeia
de ADN sdo conhecidos e estdo descritos, por exemplo, em: Nguyen T. Thuong
et al., Angew, Chem. Int. Ed. Engl., 32, 666-690 (1993).

Entre os oligonucledtidos, de acordo com a presente invengao,
preferem-se 0s oligodesoxinucledtidos (ODN). Em particular, de acordo com a
invencdo, podem-se utilizar os seguintes ODN:
5'd(T,CT,CT,CT,); 5'd(T,GTG,TG,T,GTG,}); 5'd(GAGA4(GA),);
5’d(T305M°T2C5""eT2C5MeT2); 5'd(TCMe, T,CMTC™); 5'd(TGTGTsGT,GT,T,GTs);
5'd(T,CT,Ge).

Também os ligantes utilizados de acordo com a presente invencdo sdo os
ligantes vulgarmente utilizados neste campo [veja-se, por exemplo: Nguyen T.
Thuong et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 32, 666-690 (1993)]; D.J. Kessler
et al., Nucleic Acids Res., 21, 4810-4815 (1993)].

Em particular, utilizam-se os seguintes ligantes:
-(CH,),~ ~(CH,-CH,-0),,~, ~(CH,-CH,-CH,-0)-, [(CH,)y 5-NHIg, [(CH,)25-5(0)lq em
que n é um ndmero inteiro de 4 a 30, p é um numero inteiro de 1 a 6, me q,
iguais ou diferentes, sdo nameros inteiros de 2 a 9. De entre as antraciclinas
Gteis, de acordo com a invengdo, encontram-se, por exemplo, as antraciclinas
naturais ou sintéticas possuindo um grupo OH livre na posigdo 4 e/ou 6. Em
particular: daunorubicina, doxorubicina, carminomicina (ou as correspondentes
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agliconas), os correspondentes derivados 5-imino e os correspondentes
derivados 3’-alfa-cianomorfolinilo.

De acordo com uma concretizacéo particular da invencéo, o
oligonucleétido € ligado, através do ligante, ao anel D da antraciclina ou da
aglicona, como, por exemplo, na posicdo 4. De acordo com outra concretizacao «
particular da invencao, o oligonucleétido é ligado ao anel B da aglicona, como
por exemplo na posicdo 6. A invencéo refere-se também a conjugados em que o
oligonucleétido capaz de formar uma hélice tripla com a cadeia de ADN ¢
ligado, através de dois ligantes colocados nas suas extremidades opostas, a
duas moléculas de antraciclina (nas porcoes aglicona) ou a duas moléculas de
antraciclinona, sendo estas antraciclinas ou antraciclinonas iguais ou diferentes.

Os exemplos de conjugados de acordo com a invencdo sdo esquematicamente

representados pela Férmula A:

o)
|1
X-Y-S-P-O-ODN
l (A)
o
em que:
-(CH,)¢-
‘(CH2)12'
Y= -(CH,CH,0-CH,CH,)-
-(CH,CH,NHCH,CH,)-

5'GAGAL(GA),
5'T,CT,CT,CT,
5d(T,CoMT,CoMT,C°™T,
ODN= 5'T,GTG,TG,T,GTG,
5'T,C™°T,Ge
B/ TCMe, T, CMTCoMe
5 TGTGT,GT,GT,T.GT,
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em que:

R= COCH3>, COCH,OH, COCH,0Ac, C,Hs; R'= H, OH, COOCH;; R'"= H,
daunosamina; R""'= H, CH,.

Os conjugados de acordo com a invencido sdo preparados, por exemplo,

seguindo o processo aqui adiante descrito.

Primeiro que tudo, preparam-seé OS correspondentes  derivados
halogenados da antraciclinona ou da antraciclina (veja-se também o

Esquema 1).

A aglicona 1, obtida com elevados rendimentos por técnicas conhecidas,
é tratada com um excesso de 1,6-di-iodo-hexano em cloroférmio em refluxo na
presenca de éxido de prata. A cromatografia em coluna do produto bruto obtido
permite a separacao dos correspondentes derivados omega- -iodo-hexametileno,
2 e 3. O composto 3 é facilmente glicosilado com o acucar protegldo 4 na
presenca de trimetilsililtriflato, originando o composto 5. De acordo com a
invencdo, os oligonucleétidos sdo preparados por sintese em fase sélida num
sintetizador automatico (Pharmacia) utilizando fosforoamidetos, para obter os
correspondentes derivados 5'-tiofosfato. Sdo normalmente obtidos rendimentos
de acoplamento de cerca de 96%. Apds desproteccdo, os oligonucleétidos sao
purificados por cromatografia preparativa de permuta ionica. As fraccbes sao
analisadas por HPLC de permuta iénica. As fraccoes possuindo uma pureza
superior a 90% sé@o transformadas no sal de sédio correspondente e liofilizadas.
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Os derivados halogenados acima referidos, 2, 3 e 5, deixam-se entdo reagir
com o sal de sédio do 5’-tiofosfato-oligonucledtido na presenca de 15-coroa-5
em DMF/H,0 originando os conjugados finais desejados que sdo purificados por
HPLC (veja-se o Esquema 2).

Exemplo 1

O-alquilacdo de carminomicinona

A uma solucdo de carminomicinona [composto de férmula (1) em que:
R= CO-CH, e R'= HI (2,64¢9; 69 mmol) em CHCI, anidro (400 ml),
adicionam-se sob agitacdo, 1,6-di-iodo-hexano (16,88 g; 50 mmol) e Ag,0
(2,5 g; 11 mmol). Mantém-se a mistura em refluxo durante 4 dias, e a
diminuicdo do produto de partida é verificada por TLC (CH,Cl,/acetona 98:2) e
adiciona-se Ag,0 (7 mmol) no terceiro e no quarto dias. No final, a mistura é
fitrada em papel de filtro, a temperatura ambiente, para remover os sais de
prata e o solvente é eliminado sob pressdo reduzida. O residuo é tratado com
pentano, para separar o derivado halogenado que ndo reagiu e o produto assim
obtido é submetido a cromatografia em silica gel (CH,Cl,/acetona 98:2).
Obtém-se dois produtos sdlidos: um é vermelho (620 mg) e o outro é amarelo
(579 mg); a sua estrutura foi determinada por espectrometria de massa e RMN
de 'H e de ™C. O produto vermelho ¢ 4-dimetoxi-4-O-(6-iodo-
hexil)carminomicinona, enquanto o produto amarelo € 4-dimetoxi-6-0-(6-iodo-

hexil)carminomicinona.

Exemplo 2
Glicosidacéao
A uma mistura de 4-dimetoxi-4-0-(6-iodo-hexil)carminomicinona (obtida

de acordo com o Exemplo 1} (270 mg; 0,454 mmol) e N-aliloxi-1,4-bis(4-
nitrobenzoil)Jdaunosamina (obtida de acordo com técnicas conhecidas) (641 mg;
1,01 mmol) adicionam-se peneiros moleculares de 4 A (2,8 g), tratados a
chama, sob condigdes anidras; depois adicionam-se também a mistura CH,CIl,
(90 ml), Et,0 (23 ml) e trimetilsililtriflato (0,38 ml), a -5°C. Apé6s 15’ a reacgéo
estd completa. A 0°C adiciona-se uma solugéo a 1% de bicarbonato de sddio
(25 ml) e diluiu-se a mistura com CH,CIl, e depois extracta-se com o0 mesmo
solvente. As fraccdes organicas sdo lavadas com bicarbonato a 1% e depois
com agua até a neutralidade. A partir da fase organica, apés anidrificacdo e
evaporacio do solvente, obtém-se a 4-desmetoxi-4-0-(6-iodo-hexil)daunomicina
protegida em bruto (330 mg).




87 294
EP 0 888 372/PT

Exemplo 3
Desproteccéo

Dissolve-se o produto de acordo com o Exemplo 2 (330 mg) em metanol
(144 ml) e cloreto de metileno; arrefece-se a solucdo a —5°C e adiciona-se uma
solucdo de K,CO; 0,5M (1,8 ml). O decorrer da reaccgdo é verificado por TLC
(CHCI,/iPrOH 95:5) e esta estd completa em 1 h. Adiciona-se a mistura
reaccional HC! 0,06 N até 3 mudanga de cor de violeta para laranja,
concentra-se sob pressdo reduzida a baixa temperatura e finalmente adiciona-se
CH,CI,. Lava-se a solucdo orgénica com agua e seca-se, remove-se o solvente
sob pressdo reduzida. Dissolve-se o residuo em 50 ml de CH,CI, anidro e
adicionam-se Ph,P (8,25 mg; 0,0315 mmol), Pd(0)-tetraquis (11 mg,
0,0095 mmol) e &cido 2-metilbutirico (80 mg; 0,78 mmol). A reacgdo é
realizada no escuro e o decorrer da reaccdo € verificado por TLC
(CHCIl,/MeOH/HCOOH/H,0 65:7,5:1,5:0,5). No final, dilui-se a mistura
reaccional com CH,Cl,, lava-se com NaHCO, e H,0, seca-se e evapora-se. 0]
produto em bruto, a 4-dimetoxi-4-O-(6-iodo-hexil)/daunomicina, é purificado por
HPLC preparativa. A identidade do produto purificado é confirmada por
espectrometria de massa (FAB MS* 724).

Exemplo 4
Sintese do 5’-fosforotioato-oligodesoxinucledtido
ps-5'-TTT CTT CTT CTT (ODN)
A sintese é realizada com um sintetizador automatico utilizando o método

do “fosforoamideto”. No final da fase de crescimento do ODN, apés
destritilagdo, uma mistura de N,N-di-isopropil-(bis)cianoetilfosfito 0,1 M em
CH,CN (100 pl) e tetrazolo 0,5 M em CH,CN (150 pl) é reciclada para a coluna
reaccional durante 7 min., com um caudal de 1 ml/min (trés vezes). Apds
lavagem com CH,CN a reaccdo de tio-oxidagdo com enxofre é realizada
utilizando uma solugdo 0,1 M em CH,CN de reagente de Beaucage que é
passado através da coluna reaccional durante 40s, com um caudal de
1 mi/min. No final da sintese o ODN ligado ao substrato sélido é tratado com
NH, a 28% a 50°C durante 24 h. Purifica-se 0 produto bruto por cromatografia
de permuta i6nica preparativa (coluna: h= 12 cm; diam.= 2 cm) e analisam-se
as fracgdes que contém o produto por HPLC de permuta iénica. Reinem-se as
fraccGes possuindo uma pureza superior a 90%, transformam-se no sal de sédio
correspondente através de uma resina DOWEX 50 WX 8%, tratam-se
repetidamente com resina CHELEX® para eliminar possiveis residuos de metais
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bivalentes e liofilizam-se. O 5'-tiofosfato-oligodesoxinucleétido assim obtido é
caracterizado, em relacdo aoc ODN que ndo reagiu, por TLC, RMN de 31p,
espectrometria de massa de vaporizacao electrénica.

Exemplo 5
Sintese de conjugado (8)

0 OH

0
S8s0r
Q@ O OoH
ODN —{CHz)s
0

HO NHz

Ao sal de sédio do ODN obtido no Exemplo 4 anterior (O,1 pmol)
dissolvido em DMF (125 pul) e H,0 (50 ul), na presenca de 15-coroa-b (13 pnl),
adiciona-se 1 mg de 4-desmetoxi-4-0-(6-iodo-hexil)daunomicina. Deixa-se a
mistura reaccional a 50°C, verificando a formagdo do conjugado por HPLC de
fase inversa. Quando o ODN de partida estd completamente consumido,
elimina-se o excesso de antraciclina por cromatografia em coluna utilizando
silica gel de fase inversa RP-18. Putrifica-se o conjugado bruto por HPLC de
fase inversa e caracteriza-se por HPLC, UV e espectroscopia de fluorescéncia.

Analogamente, obtém-se os produtos seguintes:

(6)
9 oo o]
48495
° ™ o (M
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Testes de ligacao

A afinidade dos conjugados de acordo com a invengao para a sequéncia
alvo em cadeias duplas (B):

5 AGGACGAAAGAAGAAGAACTTT (B)
3’ TCCTGCTTTCTTCTTCTTCTTGAAA

é determinada por espectroscopia de UV e d_e fluorescéncia. Uma vez no ODN
que forma hélices triplas estdo presentes citidinas nao metiladas, a sua forga de
ligacdo é uma fungdo do pH, portanto a estabilidade dos complexos em hélice
tripla ¢ medida a pH 5,5; 6,5; 6,8. Comparam-se os valores de estabilidade
térmica dos complexos em hélice tripla formados pelo alvo (B) e os conjugados
6-8 (descritos atras), o conjugado 9

Q GCH Q

OMeq OH \
(9)

HO NHCO-{Cti2)s-ODN

(preparado como descrito por Asseline, U. et al., Tetrahedron, 43, 1233-1254
(1992)), e o oligodesoxinucleétido ndo derivatizado (10).

OH-TTT CTT CTT CTT (10)

A dissociacdo é monitorizada medindo a variagédo da absorvancia a
260 nm com o aumento da temperatura. A partir das curvas de fusdo, obtidas
representando os valores de absorvancia as vérias temperaturas, obtém-se os
valores de Tm (temperatura de 50% de dissociacdo da hélice tripla em hélice
dupla alvo e cadeia simples) reportados na Tabela 1. A formacéo da hélice tripla
entre os ligandos atrds referidos e o ADN alvo (B) é confirmada por
electroforese em gel a 15°C, pH 5,5. Os dados recolhidos mostram que, para
todos os valores de pH investigados, a presenca de um derivado de
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daunomicina ligado covalentemente, através do ligante hexametileno, na
extremidade 5’ do dodecamero origina complexos que sdo muito mais estaveis
(com excepgdo de 9) do que os formados pelo ODN nio derivatizado (10). O
aumento de estabilidade térmica da hélice tripla devido aos croméforos de
antraciclina é elevado e semelhante para todos os conjugados 6-8. Pelo
contrario, o conjugado 9 forma um complexo menos estéavel. Esta diferenca é
particularmente evidente a pH 6,8, onde a contribuicio do ODN para a
estabilidade do complexo € muito pequena; a 20°C, enquanto as hélices triplas
formadas pelos conjugados 6-8 estdo grandemente dissociadas, a formada pelo
conjugado 9 esta quase completamente desnaturada. O facto de. a maior
estabilidade dos complexos formados pelos conjugados de acordo com a
presente invengao ser devida a intercalagdo da porgdo aglicona no ADN alvo é
confirmado por medigdes espectrofluorométricas. Sabe-se de facto que a
fluorescéncia das antraciclinas é diminuida pela sua intercalagéo entre pares de
bases de ADN. A intensidade de fluorescéncia a 590 nm do complexo em hélice
tripla a pH5,5 é medida a 25°C e comparada com a obtida & mesma
temperatura apés aumento do pH para 8,2, uma condigcdo que ndo é compativel
com a existéncia da hélice tripla que envolve citidinas na terceira cadeia. A
fluorescéncia medida a pH 8,2 ¢ consideravelmente superior (cerca de trés
vezes) do que a medida a pH acidos e comparavel com a obtida ao mesmo pH
na auséncia do alvo de ADN em hélice dupla. Estes resultados mostram que a
forte afinidade para o ADN de cadeia dupla dos conjugados de acordo com a
invencdo é uma consequéncia da intercalacdo do croméforo de antraciclina no
complexo em hélice tripla. O comportamento dos conjugados de acordo com a
invencdo como ligandos bifuncionais de ADN é confirmado pelo facto de que a
porgdo intercalante ndo permanece intercalada a valores de pH que ndo sao
compativeis com as caracteristicas de ligacdo da cadeia oligopirimidina. E
portanto evidente que o0s conjugados obtidos de acordo com a invencao
representam produtos capazes de formar complexos especificos de sequéncias
mais estaveis, como requerido pela tecnologia de antigénios, com o acido
nucleico alvo. E também importante notar que a ligacdo de um oligonucleétido
(através de uma ligagao covalente do tipo presente nos conjugados aqui
descritos) a uma molécula capaz de desempenhar a sua accao guando
intercalada na hélice dupla de ADN (como por exemplo agentes antraciclinas
antitumorais) permite dirigir a atras referida actividade para regides especificas

do genoma.
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Este ataque selectivo permite atingir apenas os genes que sdo causa de
doenca. Como o local de accdo dos novos produtos é sobre ADN, que é
também a principal célula alvo destes agentes antitumorais, os conjugados de
acordo com a invencdo sdo Uteis para dirigir especificamente estas drogas
contra os oncogenes activados e contra o genoma proviral de um retrovirus,
integrado no ADN do hospedeiro. Representam portanto um meio eficiente para

dirigir drogas citotéxicas selectivamente para o alvo devido & sua complexacéo

estavel ao ADN na regido especifica.

TABELA 1.
Tm (temperatura de 50% de dissociagao)
Compostos pH 5,5 pH 6,5 pH 6,8
6 55°C 43°C 31°C
7 51°C 35°C - 27°C
8 55°C 45°C 36°C
9 45°C 25°C 16°C
10 41°C 23°C 13°C
ESQUEMA 1

oH
R T 7 & Q OrR ®

Q CH
b, | R
= QU = - '
* LI S
o
CH

|
O OH
- ! CH 0O a
(CHy) —+
@ - o
b
+ —T
NHCO.Al e.d
OPNBz
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em que
a= I-(CH,)s-1/Ag,0
b= TMSOT/CH,Cl,/Et,0
c= K,CO; 0,5 M/MeOH
d= Pd(Ph,P)/4cido 2-metilbutirico
R= COCH, COCH,0OH, COCH,0Ac, C,H;
R'= H, OH, COOCH,

ESQUEMA 2
o OoH R ) o om m
o 9 - A
7, 1 _
O‘O‘ OH | §—5—0—ODN 15coroas r,ns
] s H,GDME
l—y=0 O OH ORr o) 5 © ca .
Y o]
\e U
s——0—0DN
°o

em que:
-(CH,)¢-
'(CH2)12'
Y= -(CH,CH,0-CH,CH,)-

-(CH,CH,NHCH,CH,)-




87 294
EP 0 888 372/PT
12

5'GAGA4(GA),
5'T,CT,CT,CT,
§'d(T,CoT,CoMT,CMT,
ODN = 5'T,GTG,TG,T,GTG,
5'T,C*T,Gg
51Tc5M63T6CsMeTcﬁMe )
5'TGTGTsGT,GT,T,GT,

R e R’ sdo definidos como no ESQUEMA 1 e R = H, daunosamina.

(Segue Listagem de Sequéncias)
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
(1) INFORMACAO GERAL:

(i) REQUERENTE
(A) NOME: CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICHERCHE
{B) RUA: Piazzale Aldo Moro, 5
{C) CIDADE: Rome
(D) ESTADO: RM
(E} PAIS: ITALIA
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 00185
(G) TELEFONE:
(H) TELEFAX:

(i) TITULO DO INVENTO: CONJUGADOS OLIGONUCLEOTIDO-ANTRACICLINA
E OLIGONUCLEOTIDO-ANTRACICLINONA

(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 7
(Iv) FORMA LEGIVEL EM COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: Disquete
(8) COMPUTADOR: Compativel com PC da IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SUPORTE LOGICO:Patentin Release #1.0, Versdo #1.25 (EPO)
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:1:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: NAO

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:

TTTCTTCTTC TT 12
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(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:2:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: NAO
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:
TTGTGGTGGT TGTGG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NQ:3:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(iii) HIPOTETICA: NAO

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:

GAGAAAAAAG
AGAGA

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples

15

15
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(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(i) HIPOTETICA: NAO
(iv) CARACTERISTICA:
(D) OUTRA INFORMACAO: As bases de C nas posicdes 4, 7, 10 sdo
metiladas
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:
TTTCTTCTTC TT 12
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:5:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 pares de bases
{B) TIPO: acido nucleico
{C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: NAO
(iv) CARACTERISTICA:
(D) OUTRA INFORMACAO: As bases de C nas posigbes 2, 4, 6, 13 e
15 sao metiladas
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:
TCTCTCTTTIT TTCTC 15
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:6:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases

(B} TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
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{D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: NAO

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:
TGTGTTTTTG TTTGTTTTTIT GTTT 24
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(iii) HIPOTETICA: NAO

{iv) CARACTERISTICA:
(D) OUTRA INFORMACAO: A base C na posicéo 5 é metilada

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:

TTTTCTTTTG GGGGG 15
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REIVINDICACOES

1. Conjugados que consistem em um oligonucledtido natural ou
modificado capaz de formar um complexo em hélice tripla com um ADN de
cadeia dupla, ligado, através de um ligante apropriado, & por¢do aglicona de

uma antraciclina ou a uma antraciclinona.

2. Conjugados de acordo com a reivindicacdlo 1 em que o0

Qy

oligonucledtido esta ligado, através do ligante, ao anel D da antraciclina ou

aglicona.

3. Conjugados de acordo com a reivindicacdlo 2 em que o0

oligonucleétido esté ligado ao anel D na posicao 4.

4. Conjugados de acordo com a reivindicacao 1 em que o

oligonucledtido esta ligado ao anel B da antraciclina ou aglicona.

5. Conjugados de acordo com a reivindicacdo 4 em que O

oligonucleétido esta ligado ao anel B na posigdo 6.

6. Conjugados de acordo com a reivindicacgdo 1 em que o

oligonucledtido € um oligodesoxinucledtido.

7. = Conjugados de acordo com a reivindicacdo 6 em ~que O
oligonucleétido capaz de formar uma hélice tripla é seleccionado de entre o
grupo que consiste em: 5'd(T,CT,CT,CT,); 5'd(T,GTG,TG,T,GTG,);
5'd(GAGAG(GA),); 5'd(TGTGTGT,GT,T,GT,); 5'd(TCMe, T,CoMTCM);
5'd(T,CMT,CMT,C™*T,); 5'd(T,C™T,G,).

8. Conjugados de acordo com a reivindicacao 1 em que o ligante é
seleccionado de entre o grupo que consiste em: -(CH,),-, -{CH,-CH,-0)-,
-(CH,-CH,-CH,-0),-, [{CH,),5-NHI];-, [(CH;)»5-S(0);], em que n ¢ um numero
inteiro de 4 a 30, p é um numero inteiro de 1 a 6, me q, iguais ou diferentes,

sdo numeros inteiros de 2 a 9.

9. Conjugados de acordo com a reivindicagédo 1 em que a antraciclina
é uma antraciclina possuindo um grupo OH livre na posicéo 4 e/ou 6.
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10. Conjugados de acordo com a reivindicacdo 9 em que a antraciclina
é seleccionada de entre o grupo que consiste em: daunorubicina, doxorubicina,
carminomicina (ou as correspondentes agliconas), os correspondentes derivados

5-imino e os correspondentes derivados 3’-alfa-cianomorfolinilo.

(¢
V]

11. Conjugados de acordo com a reivindicag&o 2 em que a aglicona

aglicona de uma antraciclina de acordo com a reivindicacdo 8.

12. Conjugados de acordo com a reivindicacdo 2 em que a aglicona é

[s4
[\

aglicona de uma antraciclina de acordo com a reivindicagdo 10.

13. Conjugados de acordo com a reivindicacgdo 1 em que o
oligonucleétido capaz de formar uma hélice tripla esté ligado, através de dois
ligantes colocados nas suas extremidades opostas, a duas moléculas de
antraciclina (nas porgdes agliconas) ou a duas moléculas de antraciclinona,

sendo estas antraciclinas ou antraciclinonas iguais ou diferentes.

14. Conjugados de acordo com a reivindicacdo 1, esquematicamente

representados pela féormula A:

0]
||
X-Y-S-P-O-ODN
| (A)
o
em que:
'(CHZ)S'
'(CH2)12'
Y= ~ ~(CH,CH,0-CH,CH,)-
-(CH,CH,NHCH,CH,)-

5'GAGA4(GA),
5'T,CT,CT,CT,
5d(T,CoMT,CMT,C™T,

ODN = 5'T,GTG,TG,T,GTG,
5'T4C5M”T4GS
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5:TC5M93TGCSMETC5Me
5'TGTGTGT,GT,T,GT,4

em que:

R= COCH, COCH,OH, COCH,0Ac, C,Hs; R'= H, OH, COOCH,; R'"= H,

daunosamina; R’’’ = H, CH,.
3

15. Composto de férmula geral (2):

(2)

em que R e R’ sdo definidos como na reivindicagao 14.
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16. Composto de formula geral (3):

0 CE ®
R
40490
¢ ° = CH (3)
(CHYs—1

em que R e R’ séo definidos como na reivindicacdo 14.

17. Composto de férmula geral (5):

em que R e R’ sdo definidos como na reivindicagdo 14.
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