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Resumo: (méax. 150 palavras) @
sta invengdo refere-se a fosforamidites da formula: R-O-P-0-G-2

b e |

o

gm que R € um grupo protector de base-14bil, R1 e R“ sdo, individual-
ente, alquilo de 1 a 8 d:omos d= carbonc, cicloalquilo de 3 a 8 dto-
0s de carbono, ou arilo dec § 2 20 Stomas de caroono, ou sdo unidos

ara formar, com o dtomo de nitrogénic, ume estrutura ciclica de 4-7 stomos
e carbono e de 0 a 1 dtomo de calcogdnic de ndmero atdmico 8 a 16, G ¢
m grupo hidrocarbileno de 1 a 20 dtomos de carbono, e Z é um grupo
diol vicinal hidroxi-protegido ligado a 6 por um dos dtomos de carbono
diois vicinais, ou um grupo disulfureto, e estando ligado a 6 por um
dos dtomos de enxofre do grupo disulfureto, com a condigdo de G ter, pe
lo menos, 4 dtomos de carbono quando Z € o referido grupo disulfureto.
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Estas fosforamidites sfc usadas ng sinbese oligonucleotidica auvtomati-
zada convencional para introduzir um grupo aldeido funcional ou um
grupoc ticl na extremidade §' do oligonucledtido, para assim fornecer
um local reactivo no cligonucledtide, o qual pode ser usado para con-
jugar o oligonucledtido com moléculas que contém um grupo amino livre,
ou um centro electrofilico, reactivo com um grupe tiol.
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Epigrafe: "INTERMEDIARIOS DE FOSFORO MODIFICADOS PARA FORNECER

GRUPOS FUNCIONAIS NA EXTREMIDADE '5° DOS

OLIGONUCLEOTIDOS"

"MEMORTIA DESCRITTIYVA

Campo do invento

0 presente invento encontra-se no campo da quimica de
fosfatos organicos e sintese de oligonucledtidos de estado
sélido, Mais particularmente, diz respeito a intermediarios de
fésforo reactivos, que podem ser ligados de forma estdvel a
extremidade 5’ de um oligonucleétido, e que tém uma metade
activavel que, quando activada, fornece um aldeido ou grupo
sulfidrilo funcional que pode ser usado para conjugar o]

| oligonucledtido com qualquer molécula que possua um grupo amina

livre.

Antecedentes do invento

E necessdrio fornecer oligonucledtidos com um grupo
funcional livre, de modo a acoplar o oligonucledétido a
marcadores, ligandos, superficies sélidas, polimeros e outras
moléculas ou superficies.

Uma técnica para fornecer oligonucleétidos com um grupo



funcional terminal envolve a sintese do oligonucledtido desejado
através de procedimentos convencionais de sintese automatizada de
estado-sélido, e a incorporag¢&o do grupo funcional na extremidade
5’ do oligonucledtido via uma fosforamidite modificada.

Agrawal, Sy et al., Nucl. Acids Res . (1986)

14:6227:6245, descrevem uma fosforamidite modificada que pode ser
introduzida na extremidade 5’ de um oligonucledtido que tenha um
grupo activavel, que possa ser activado por desprotecg¢do, de modo
a fornecer um grupo amina livre na extremidade terminal 5’ do
oligonucledtido, O “"linker" (VIII na pagina 6236), O=(2=(9-
fluorenilmetoxicarbonil) aminoetil)-0-(2-cianoetil)-N-N-
diisopropil fosforamidite, ¢ adicionado a extremidade do
oligonucledtido desejado, num sintetisador automatico de DNA,
usando desoxinucleosido - 2 - cianoetil- N - N -~ diisopropil
fosforamidites. 0 citado é desprotegido (o grupo 9-
fluorenilmetoxicarbonil ¢é removido com amdnia), de modo a
fornecer um grupo amina livre.

2909, descrevem uma fosforamidite funcional (1 na pagina 2893)
que ¢ introduzida na extremidade 5’ do oligonucleétido e depois
modificada para fornecer um grupo 5’ carboxi ou aldeido, que ¢
usado para imobilizar o oligonuclesétido.

Uma outra fosforamidite funcional, 0-6-(4',4""'-
dimetoxitrifenilmetiltio)hexil - O -(2-cianoetil)-N-N-diisopropil
fosforamidite, estd disponivel comercialmente pela Clontech
Laboratories. Esta molécula ¢ incorporada em oligonucledtidos
usando  protocolos convencionais de fosforamidite. O  grupo

sulfidrilo protegido por dimetoxitritil pode ser desprotegido com



nitrato de prata de modo a conseguir um grupo sulfidrilo livre na
extremidade 5’ da cadeia do oligonuclesétido,

Um principal objectivo do presente invento ¢ fornecer
um novo intermediario de fosforo modificado que possa ser
empregue  nos varios tipos de  métodos de sintese de
oligonucleotidos, e que possui grupos activaveis que podem ser
convertidos em grupos aldeido ou sulfidrilo livres, uma vez que
tenha sido adicionado & extremidade 5’ de um oligonucledtido, O
grupo aldeido/sulfidrilo livre ¢ util para acoplar ou conjugar o
oligonucledtido a marcadores, ligandos, polimeros ou superficies
sélidas. Estes novos intermedidrios possuem as seguintes
caracteristicas: 1) o grupo activavel & compativel com todas as
etapas dos procedimentos convencionais de sintese de
oligonucledtidos; 2) a activagdo ¢ efectuada sob condig8es que
ndo danificam o oligonucledétido; 3) a jungdo ¢é efectuada sob
condigBes que ndo danificam o oligonucledtido ou a metade & qual

0 oligonucledtido ¢ acoplado.

Exposig8o do invento

Os novos compostos do invento contendo fésforo incluem
intermedidrios que sgo uteis nos métodos H-fosfonato,
fosfotriéster, fosforcloridite e fosforamidite de sintese de
oligonucleodtidos, bem como intermedidrios que resultam em
modificag8es 5’ que envolvem anadlogos de fosfodiéster como
metilfosfonatos, metilfosfatos, fosforotiocatos e fosforamidatos.

Estes compostos podem ser definidos genericawente pela

seguinte férmula: X

-0-G-2 (1)



em que X é&:

1 2

(1) oxigénio quando X~ ¢ 0° e X° & hidrogénio ou RO~
quando R ¢ um grupo protector;
(ii) ndo estd presente quando

1 2

(a)X™ & cloro e X° ¢ metilo ou RO , ou gquando

1 é NRlR2 em que Rl e R2 sdo

(b)x2 ¢ RO e X
individualmente alquilo de 1 a 6 atomos de carbono, cicloalquilo
de 3 a 8 &tomos de carbono, ou arilo de 6 a 20 a&tomos de carbono,
ou estdo juntos de modo a formar com o &tomo de nitrogénio uma
estrutura ciclica de 4 a 7 &tomos de carbono, e 0 a 1 &tomos de
calcogénio anulares de numero atédmico 8 a 16 inclusive (O ou S);

G & um grupo hidrocarbileno com 1 a 20 atomos de
carbono; e Z ¢ um grupo diol vicinal hidroxi-protegido ligado a G
por um dos atomos de carbono vicinais ou um grupo disulfureto
ligado a G por um dos &tomos de enxofre do grupo disulfureto, com
a condigdo de que G tem pelo menos 4 atomos de carbono quando Z é
o dito grupo disulfureto.

' 1

Os compostos acima em que X ¢ oxigénio, X 2

€0, eXx"e
hidrogénio, s&8oc H-fosfonatos e s8o empregues no método do H-
fosfonato de sintese de oligonucledtidos (Sinha e Cook, NAR
(1988) 16:2659-2669). Os H-fosfonatos podem ser convertidos a
diésteres de fosfito, fosforotioatos ou fosforoamidatos, uma vez
incorporados na extremidade 5’ de um oligonucleodtido (Miller et

al,, NAR (1983) 11:5189-5204, Eckstein, Ann Rev_ Biochem (1985)

54:367-402, e Froehler e Matteucci, NAR (1988) 16:4831-4839),

Correspondentemente, os compostos acima em que X & oxigénio, X1 é

0" e X* & RO™ sfo usados na abordagem fosfotriéster para

sintetisar oligonucleétidos (Garegg, et al., Chemica Scripta

i
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(1985) 26:5). Quando X ndo estd presente e X~ é cloro e X2 é RO,

o composto resultante ¢ fosfocloridite e ¢ usado na técnica de
fosfocloridite para a sintese de oligonucleétidos (Wada et al., J
Org. Chem. (1991) 56:1243-1250). S&o preferidas as fosforamidites
com a férmula acima.

As fosforamidites preferidas do invento podem ser

representadas pela férmula: R-0-P-0-G-Z

VAN

gl g2 (2)
\ 1

\ 4
SN

em gque R é um grupo protector de base labil, R1 e R2
sdo individualmente alquilo de 1 a 6 A4atomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 8 &tomos de carbono, ou arilo de 6 a 20
atomo; de carbono, ou estdo juntos de modo a formar com o &tomo
de nitrogénio uma estrutura ciclica de 4 a 7 atomos de carbono e
0 a 1 atomos de calcogénio anulares de numeros atémico 8 a 16
inclusivé (0 ou S), G € um grupo hidrocarbileno com 1 a 20 &tomos
de carbono; e Z ¢ um grupo diol vicinal hidroxi-protegido ligado
a G por dois Atomos de carbono vicinais ou um grupo disulfureto
ligado a G por um dos atomos de enxofre do grupo disulfureto, com
a condigdo de que G tem pelo menos 4 &tomos de carbono quando Z é
o dito grupo -disulfureto.

Um outro aspecto do invento ¢é um oligonucledtido
modificado 5’ de férmula:

Xl

|
(0.N.) -5'-0-P-0-G-72 (3)

em que (O.N.) representa uma cadeia de oligonucledétido,
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X é um &tomo de calcogénio de niUmero atdmico de 8 a 16 inclusivé
(0 ou 8), x! e 07, metilo, -OCH3 ou NR'R? em que R} e R® si0
individualmente hidrogénio ou alquilo de 1 a 6 Atomos de carbono,
G ¢ um grupo hidrocarbileno com 1 a 20 atomos de carbono; e 2 ¢
um grupo diol vicinal hidroxi-protegido ligado a G por um dos
dtomos de carbono vicinais ou um grupo disulfureto ligado a G por
um dos atomos de enxofre do grupo disulfureto, com a condigdo de
que G tem pelo menos 4 Atomos de carbono quando Z ¢ o dito grupo
dissulfureto.

Um outro aspecto do invento & o oligonucledtido
modificado acima descrito, em que os grupos hidroxi-protectores
foram removidos para deixar livres grupos hidroxilo.

Ainda outro aspecto do invento ¢ o oligonucleotido
modificado 5’ acima descrito no qual Z representa um érupo diol
vicinal desprotegido que foi oxidado para formar um grupo aldeido
terminal no oligonucledtido.

Um outro aspecto do invento ¢ um conjugado do
oligonucledtido acima citado, tendo um grupo aldeido terminal e
uma molécula transportadora contendo um grupo amina livre, em que
o conjugado ¢ formado pela reacgdo entre o grupo aldeldo e o
grupo amina livre.

Ainda outro aspecto do invento ¢ um triol parcialmente

-~

protegido com a férmula: e N

vyl

-~

\
i
H-C-C-G-OH (4)
||
HH
em que Yl e Y2 sdo individualmente grupos protectores

hidroxilo ou estdo juntos por uma ponte de um udnico 4tomo de



carbono para formar um grupo protector em anel de cinco membros,
e G ¢ descrito como acima. Preferencialmente G ¢ um alquileno com
4 a 20 atomos de carbono.

Um outro aspecto do invento ¢ um disulfureto com a

formulas

v3.0-G-8-8-G-OH (5)

em que Y3 ¢ um grupo protector hidroxilo e G & como descrito

acima. Os dois grupos divalentes representados por G podem ser os
mesmos ou diferentes., De preferéncia s&o os mesmos, formando um
disulfureto simétrico, De prefreéncia, Y3 ¢ uma base estdvel. De

preferencia G ¢ um alquileno com 4 a 20 atomos de carbono.

Breve Descri¢do dos Esquemas

As Figuras 1-3 sdo diagramas esquematicos dos esquemas
de sintese descritos nos Exemplos 1-3.
As Figuras 4 e 5 s8o autoradiogramas dos geles

descritos nos Exemplos 5 e 6.

Modos de realizag¢do do invento

Como indicado acima, as fosforamidites do invento podem

ser representadas pela férmula: R-0-D-0-G-7

Rl/ \ (2)

em que R & um grupo protector metilo ou de base 1abil,

Rl e R2

s8o individualmente alquilo de 1 a 6 a&tomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 8 &tomos de carbono, ou arilo de 6 a 20

dtomos de carbono, ou estdo juntos de modo a formar com o &tomo
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de nitrogénio uma estrutura ciclica de 4 a 7 dtomos de carbono e
0 a 1 a&tomos de calcogénio anulares de nYimero atémico 8 a 16
inclusivé (O ou S), G é um grupo hidrocarbileno com 1 a 20 atomos
de carbono e Z é um grupo diol vicinal hidroxi—protegédo ligado
covalentemente a G por um dos atomos de carbono vicinais ou um
grupo disulfureto, ligado a G covalentemente por um dos Atomos de
enxofre do grupo disulfureto, com a condigdo de que G tem pelo
menos 4 atomos de carbono quando Z ¢ o dito grupo disulfureto.

De preferéncia, R & ﬁ-dﬁanoetil, Rl e R2 sdo ambos
isopropil, e G & ~(CH2)p~ em que n & um inteiro de 4 a 6,
inclusivé., Exemplos de outros grupos protectores representados
por R sdo B~-nitroetil, 2,2,2-tricloroetil, metil, 1,l-dimetil-
2,2,2-tricloroetil, 2,2,2-tribromoetil, benzil, o-clorofenil, p-
nitrofeniletil, 2-metilsulfoniletil, e 1,l-dimetil-2-cianoetil.

Exemplos de outros grupos em que Rl e R2

podem representar, sé&o
outros grupos alquilo tal como butil, hexil, nonil, dodecil, e
hexadecil, grupos cicloalquilo como ciclopropil, ciclobutil,
ciclohexil e ciclooctil, grupos arilo como fenilo, tolil, benzil,
xilil e naftil, e, quando juntos, grupos heterocicillicos tal como
morfolino, piperidinil e tiomorfolino. Exemplos de outros
radicais hidrocarbileno que G pode representar s&o alquilenos
ramificados, e grupos contendo cicloalquilenos (por exemplo,
ciclohexileno) ou fenileno. De notar que G funciona primeiro como
uma metade espagadora inerte e depois pode ter substituintes e/ou
heterodtomos (por exemplo, O, S, N) na sua estrutura, que ndo
afectam a sua capacidade para agir como um espagador inerte.

Grupos diol vicinais hidroxi-protegidos preferidos

representados por %, s#8o os da seguinte férmula:
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em .que R3 e R4 sdo individualmente hidrogénio, alquilo

de 1 a 20 atomos de carbono ou arilenos monociclicos de 6 a 20
atomos de carbono, e Yl e Y2 sgo individualmente grupos hidroxi-
protegidos ou podem ser juntos (designados pela linha a
tracejado) por uma ponte de um dnico atomo (C, S ou Si) para

1 e Y2 sdo

formar um grupo protector em anel de cinco membros. Y
de uma natureza tal que sd&o esﬁaveis durante a adigdo da molécula
a extremidade 5’ da cadeia de um oligonucleétido durante a
sintese qulmica (por exemplo, sintese convencional automatizada
de fosforamidite) e pode ser depois removido sem danificar a
cadeia de oligonucleotido, além disso, como descrito a seguir, a
estrutura do diol vicinal do grupo desprotegido permite que este
seja ‘"activado" por oxidag&o, convertendo-o de diol a um grupo
funcional aldeido. Y1 e Y2 podem sér os mesmos ou diferentes e
podem ser qualquer dos grupos hidroxi-protectores individuais que
s8o compativeis com a quimica convencional automatizada de estado
sélido de oligonucledtidos, usando a quimica da fosforamidite.
Exemplos de tais grupos bloqueadores s&o dimetoxitritil (DMT),
tritil, pixil, benzoil, acetil, isobutinil, p-bromobenzoil, ¢t-
butildimetilsilil e pivaloil., Os grupos protectores podem ser
removidos com os mesmos ou diferentes tratamentos. Tais grupos
diol wvicinais nos quais R3 e R4 sdo hidrogénio e Y1 e Y2 sdo
benzoil ou DMT s&o particularmente preferidos.

2

' Como indicado, Yl e Y° podem estar ligados por uma

ponte de um Atomo, formando assim um anel com cinco membros.



Atomos apropriados para a formagdo da ponte incluem silica,
enxofre e carbono. E preferivel que uma ponte de um A&tomo seja
uma ponte de carbono. Assim, o grupo diol ¢ preferido para ser

protegido como um acetal ou cetal, i.e.,

6 : 6 7
R\_H R\ /R
A A
00 00
| 1 | |
H-C-C- H-C-C-
| ] | |
HH HH
Acetal Cetal

E importante que o atomo formador da ponte e o0s seus
substituintes sejam estaveis para a subsequnte reac¢80 na
sequéncia, usada para adicionar o "linker" ao oligonucleétido. O
grupo protector diol tem também de ser capaz de ser removido sob
condig8es brandas, que né&o degradam substancialmente o
oligonucledtido. Por exemplo, condi¢6es muito acidicas conduzirdo

6 o g7

&4 depurinag8o do oligonucledétido. Grupos apropriados R
incluem grupos arilo e arilo substituidos de 6 a 30 4atomos de
carbono, grupos alquilo C31-Cop, e grupos alquilo aromaticos
substituidos com menos de 30 Atomos de carbono. Os preferidos s&o
o fenil e fenil substituldo com alquilo de C3;-Cg, alcoxi Cj;-Cg; 1

a 4 &tomos de fldor, cloro, bromo, nitro ou fenil. De preferéncia

sdo estruturas acetdlicas em que R6

¢ fenil, p-butilfenil, p-
metoxifenil, p-terbutilfenil e bifenil. Os especialistas no ramo
saberdo que a estabilidade do grupo protector pode ser ajustada

para um uso particular através de uma escolha adedﬁada do(s)

substituinte(s).

10



Os acetais e cetaié acima descritos s&o facilmente
preparados directamente a partir dos correspondentes triois em
uma  etapa. E um importante e inesperado aspecto desta
configuragdo do presente invento que o diol vicinal &
selectivamente protegido na presenga de outro alcodél 1livre na
molécula. Assim, o triol em que Y1 e Y2 sdo H ¢ simplesmente
posto em contacto com o aldeido de forma a obter um acetal ou uma
cetona para conseguir o cetal na presenga de um acido catalitico.
E preferivel que o contacto aconteg¢a sob condi¢g@es em que a agua
formada durante a reacg¢do ¢ removida durante a reac¢do, quer pela
aplicagé&o de vdcuo ou por solventes azeotroépicos.,
Alternativamente, acetais ou cetais de alcodis de baixo ponto de
ebulig¢do podem ser igualmente utilizados em lugar do aldeido ou
cetona numa reacg¢do de troca de acetal.

As fosforamidites dos acetais e cetais acima descritos
sdo preparadas pelos métodos convencionais aqui descritos, e sdo
acopladas ao oligonucleétido durante a sintese, como também ¢
agui + descrito. A seguir & . sintese e purificagdo de
oligonuclesdtidos livres e acoplados, a hidrélise acida fraca do
grupo protector origina o diol que ¢ o substrato para a reac¢8o
de oxidagdo que produz o aldelido usado para a reacg¢do de
conjugag8o. CondigBes tipicas de hidrélise fraca sdo 4cido
acético 80%/agua a 25°C durante 30 minutos, semelhante 4s
condig8es usadas para remover o grupo dimetoxitritil na sintese
convencional de oligonucleotidos.

Os grupos disulfureto preferidos representados tém a
féormulas

-8-8-R5-0-Y3

11



em que R5 € um grupo alquileno com 1 a 20 atomos de carbono ou um

grupo arileno monociclico com 6 a 20 atomos de carbono, e Y3 € um
grupo hidroxi-protector (como descrito acima).

Pe prefereéncia, R5 ¢ uma alquileno de 4 a 6 atomos de

carbono, ~OY3 estd ligado ao carbono w do grupo alquileno e Y3 é
tritil. Como descrito a seguir, a estrutura disulfureto do grupo
permite que este seja "activado" por redug&o para quebrar a ponte
disulfureto e produzir um grupo sﬁlfidrilo livre.

As fosforamidites em que Z representa um diol vicinal
podem ser preparadas a partir de um alcoél de féormula HC=CH-G-
OH. O grupo hidroxilo do alcodl é protegido e a dupla ligag8o ¢
oxidada para formar o grupo diol. Os hidroxilos do diol sé&o
depois protegidos com um grupo protector removivel ortogonalmente

(Y2 e Y3

)r i.e., 0 grupo protector no hidroxi original pode ser
removido sem remover os grupos protectores no diol vicinal. O
grupo protector no hidroxi original € depois removido e o
resultante hidroxi desprotegido reage com um agente fosforilador
apropriado.

As fosforamidites em que Z representa um disulfureto
podem ser preparadas a partir de disulfuretos simétricos ou
assimétricos. O esquema geral da reacg¢do utilizando disulfuretos
simétricos estd ilustrado na Figura 3 e exemplificado no Exemplo

3, a sequir. Disulfuretos assimétricos podem ser preparados como

descrito por Mannervik, B., e Larson, K., Meth. in Enzym. (1981)

77:420-424, ou Mukuiyama, T., e Takahashi, K., Tet. Lett. (1968)
5907-5908. A titulo de exemplo, um disulfureto simétrico (HO-G-
SS-G~0OH) ¢ oxidado com perdéxido de hidrogénio e 4&cido férmico

para fornecer o correspondente tiosulfinato. O tratamento do
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tiosulfinato com mercaptano (por exemplo, HS-G'—OY3, em que Y3 é

como descrito acima e G’ ¢ um G diferente do que no disulfureto
simétrico dinicial), a um pH maior do que 3, consegue-se um
dissulfureto assimétrico (HO-G—SS-G’-OY3). Este disulfureto pode
reagir com um agente fosforilador de modo a obter um
fosforamidato.

As fosforamidites do invento podem ser adicionadas &
extremidade 5’ de uma cadeia de oligonucledtido usando o método
conve?cional automatizado da fosforamidite usado para preparar
oligonucledétidos. Ver Matteucci, M.D., e Caruthers, M.H., Tet
Lett (1980) 521:719, e a patente norte americana com o No
4.500.707. A prépria cadeia de oligonucledtido pode ser produzida
pelo mesmo método. O comprimento e sequéncia do oligonucleétido,
ao qual a fosforamidite do invento ¢ adicionada, degehdera da
utilizagdo do resultante oligonucleétido 5’ funcional. por
exemplo, se o oligonucleétido se destina a ser utilizado para os
propodsitos descritos na publicagdo EPA No 0438259 (i.e.,
tratamento de 1lupus eritematoso sistémico (LES)), ent8o o
oligonucleotido terd a capacidade de ligar anticorpos LES. Se o
oligonucledtido se destina a ser usado como sonda marcada, ent&o
O seu comprimento e sequéncia serdo tais que permitam a sua
hibridizagdo com a sequéncia de nucleédtidos de interesse.

Como indicado acima, o resultante oligonucledétido
modificado pode ser representado pela seguinte foérmula:

xl
(O.N.)-S’-O~£-O-G-Z
}Il{

em que (O.N.) representa uma cadeia oligonucleotidica e
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X, Xl, G e Z sdo definidos previamente. A designagdo 5’ indica

que o grupo modificado estd ligado a extremidade 5’ da cadeia
oligonucleotidica. A cadeia terd tipicamente um comprimento de 10
a 200 nucledtidos, mais usualmente um comprimento de 20 a 60
nucledtidos.

Apés a adigdo da fosforamidite & extremidade 5’ de uma
cadeia oligonucleotidica, os grupos protectores (Yl, Y2, Y3)
podem ser removidos através de tratamentos apropriados (por
exemplo, tratamento basico ou 4&cido) para conseguir grupos
hidroxi livres. No caso de um diol vicinal, o grupo diol e
oxidado com, por exemplo, periodato, para formar um grupo aldeido
terminal. No caso de um grupo disulfureto, o disulfureto &
reduzido com um agente redutor apropriado, por exemplo,
mercaptano tal como o ditiotreitol ou 2-mercaptoetanol ou hidreto
de boro, para quebrar as pontes disulfureto para formar um grupo
sulfidrilo terminal.

! O oligonucleétido 5’ modificado resultante pode ser
acoplado por via do grupo aldeido a marcadores, transportadores,
ou outras moléculas possuindo grupos amina livres ou por via do
grupo sulfidrilo a um centro electrofilico tal como maleimida ou
grupos a-haloacetil ou outros acei£adores de Michael apropriados,
tal como acrilatos ou acrilamidas. Exemplos de tais
transportadores sdo polimeros de aminoacidos tal como copolimeros
de D-lisina e D-4cido glutamico, ou imunoglobulina, ou outros
polimeros que foram inerentemente derivatizados para incluir

grupos como os descritos acima.
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Exemplos

Os seguintes exemplos destinam-se a ilustrar o invento
um pouco melhor. Estes ndo pretendem limitar o invento em nenhum

sentido. Nos exemplo, Et=etil, Ac=acetil e THF=tetrahidrofurano.

Exemplo 1

Preparagdo de 0-(5,6~(bis-0-benzoiloxi)-hexil)~-0-(2~

cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidite

A Figura descreve esquematicamente o esquema do invento
utilizado para produzir esta fosforamidite. Os detalhes deste
esquema s&8o descritos a sequir.

O-(tert-butildimetilsilil)-5-hexenol, 5. A uma solug¢do

de 12,47 ml (10,4 g, 104 mmol), de 5-hexeno-1-ol em 104 ml de
DMF, foram adicionados 15,66 g (230 mmol) de imidazole e 20,0 g
(130 mmol) de cloreto de tert-butildimetil-silil (TBDMSCl). A
mistura foi agitada & temperatura ambiente durante 4 horas e
dividida entre 200 ml de EtOAc e 100 ml de solugdo saturada de
NaHCO3. A camada de EtOAc foi lavada com 100 ml de solugdo
saturada de NaHCO3, 100 ml de solu¢do saturada de NaCl, seca
(MgSO4), filtrada e concentrada para um volume de aproximadamente
100 ml. A destilag8o em vacuo forneceu 70,07 g de 5: pb 130-143°C

1

@ 100 mmHg; "H NMR (CDCl3) 0,11 (s, 6H), 0,95 (s, 9H), 1,48 (m,

2H), 1,57 (m, 2H), 2,11 (dt, 2H), 3,66 (t, 2H), 5,03 (m, 2H),
5,86 (m, 1H); "5C NMR (CDCl3) -5,25; 18,40; 25,21; 26,01; 32,35;
33,60; 63,09; 114,40; 138,92.

1-O-(tert-butildimetilsilil)-1,5,6-hexaxotriol, 6. A

uma solugdo de 9,86 g (46,0 mmol) de 5 em 92 ml de acetona foi
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adicionada uma solugdo de 6,46 g (55,2 mmol) de oxido de N-
metilmorfolina (NMMO) em 23 ml de H0. A mistura  foram
adicionados 443 pl de uma solugdo 2,5% de 0sOg4 em alcodl tert-
butil (360 mg de solug&o, 9,0 mg de 0sOg4, 35 pmol) e 50 pl de
Hp0p 30%. A mistura foi agitada durante 16 horas e foi adicionada
uma solugdo de 474 mg de ditionito de sédio em 14 ml de HyO. Apds
outra 0,5 hora a mistura foi filtrada através de celite. O
filtrado foi seco com MgSO4 e filtrado através de 1'’ de silica
gel num funil de Buchner de 150 ml, usando porg8es de 250 ml de
EtOAc para eluir. As frac¢des contendo produto foram concentradas
para fornecer 11,0 g de 6 como um éleo viscoso: TLC Rf 0,2 (1:1
hexano/EtOAc); 1H NMR (CDCl3) 0,05 (s, 6H), 0,89 (s, 9H), 1,25
(m, 4H), 1,55 (m, 2H), 3,41 (dd, 2H), 3,62 (t, 2H), 3,71 (m, 1lH);
13C NMR (CDCl3 - 5,23; 18,42; 21,91; 26,02; 32,68; 32,81; 63,16;
66,74; 72,24.

5,6=(bis-0-benzoil)-1-0-(tert-butildimetilsilil)-1,5,6-

hexanotriol, 7. A uma solug¢3o de 5,29 g (21,3 mmol) de 6, em 106

ml de piridina, foram adicionados 6,18 ml (7,48 g, 53,2 mmol) de
cloreto de benzoil. A mistura foi agitada durante 18 horas e
concentrada num evaporador rotativo. A mistura foi dividida entre
100 ml de HCl1 1IN gelado e 100 ml de EtOAc. O pH da camada aquosa
foi verificado para garantir que era &acido. A camada de EtOAc foi
lavada sucessivamente com lOb ml de H)O e 100 ml de NaCl
saturado, seca (MgSO4), filtrada e concentrada, de modo a
fornecer 10, 33 g de 7 como um 6leo viscoso amarelo; TLC Rf 0,45
(1:4 EtOAc/hexanos); 'H NMR (CDCl3) 0,05 (s, 6H), 0,88 (s, OH),
1,59 (m, 4H), 1,85 (m, 2H), 3,14 (t, 2H), 4,49 (dd, 1H), 4,59

(dd, 1H), 5,54 (m, 1H), 7,45 (m, 4H), 7,58 (m, 2H), 8,05 (m, 4H).
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5,6-bis-0-benzoil)-1,5,6-hexanotriol, 8. A uma solugédo

de 2,62 g (5,36 mmol) de 7 em 10,9 ml de THF foram adicionados
10,7 ml (10,7 mmol) de uma solug&&o 1N de fluoreto de
tetrabutilaménio (CTBAF) em THF. A mistura ficou em agitagdo
durante 16 horas. A mistura foi dividida entre 25 ml de solugdo
saturada de NaHCO3 e 3 x 25 ml de EtOAc. Os extratos combinados
de EtOAc foram lavados com solugdo saturada de NaCl, secos
(MgSO4), filtrados e concentrados até se obter um 6leo viscoso
que foi purificado por cromatografia em silica gel (1:1
hexano/EtOAc), para fornecer 823 mg de 8 como um éleo viscoso; Rg
0,14 (1:1 hexano/EtOAc); ‘v Nur (coclz) 1,58 (m, 2H), 1,68 (m,
2H), 1,88 (m, 2H), 3,68 (t, 2H), 4,52 (dd, 1H), 4,62 (dd, 1H),
5,56 (m, 1H), 7,46 (m, 4H), 7,58 (m, 2H), 8,05 (m, 4H); -3C NMR
(cbclz) 22,08; 31,20; 31,30; 32,88; 62,92; 66,17; 72,63; 128,93;
130,19; 130,57; 133,62; 166,72; 166,86.

0-(5-6-~(bis-0-benzoiloxi)-hexil)-0-(2-cianoetil)-N,N-

diisopropilfosforamidite, 9. A uma solug&o de 1,02 g (2,98 mmol)

de 8 e 255 mg (1,49 mg) de diisopropilaménio tetrazélio (DIPAT,
preparado pela mistura de solugdes de acetonitrilo de
diisopropilamina e tetrazélio, a uma raz8o molar de 1:1 e
concentrado para um sélido branco), em 14,9 ml de CH»Clsy, foi
adicionada muma solugdo de 989 mg (3,28 mmol) de O-cianoetil-
N,N,N’,N’-tetraisopropilfosforamidite em 2,0 ml de CHyCly. A
mistura foi agitada durante 4 horas e dividida entre 25 ml de
CH2Cly e 25 ml de uma solugdo de NaHCO3 saturado fresco. A camada
de CH2Cly foi lavada com solug8o de NaCl saturada, seca (NaSO4),
filtrada e concentrada. Purificagdo por filtrag8o numa cavilha

2’ de alumina bdsica numa coluna de 25 mm, eluida com 9:1
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EtOAc/Et3N fornecendo 1,5 g de 9 como um 6leo viscoso: B MR
(cociz) 1,19 (m, 12H), 1,62 (m, 2H), 1,73 (m, 2H), 1,90 (m, 2H),
2,62 (dad, 2H), 3,53-3,92 (m, 6H), 4,53 (dd, 1H), 4,62 (dd, 1H),
5,58 (m, 1H), 7,48 (m, 4H), 7,6(m, 2H), 8,09 (m, 4H); S'P NMR
(CDCl3 com H3PO4 15% normalizado internamente) 148,2; HRMS (FAB,

MH'), calculado para CpgHagOgNpPy 543,2624, encontrado 543,2619.

Exemplo 2

Preparagdo de O-5-benziloxi-6-0-(4’, 4’'’'-dimetoxitritilhexil -O-

(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidite

A Figura 2 descreve esquematicamente o esquema de
reac¢do para produzir esta fosforamidite. Os detalhes do esquema

est&o descritos a seguir.

6 -0- (4',4'' -dimetoxitrifenilmetil) -1-0- (tert-

butildimetilsilil)-1,5,6-hexanotriol, 10. A uma solug8o de 1,11 g

(4,47 mmol) de 6 e 891 ul (683 mg, 6,30 mmol) de Et3N em 22 ml de
piridina foram adicionados 1,81 g (5,33 mmol) de cloreto de 4,4'-
dimetoxitrifenilmetil. A mistura foi agitada & temperatura
ambiente durante 16 horas, concentrada e purificada por
cromatografia em silica gel (29:70:1 EtOAc/hexano/Et3N) para
fornecer 2,06 g de 10 como um éleo viscoso; Rf da TLC 0,35
(39:60:1 EtOAc/hexano/Et3N).

5-0-benzo0il-6-0-(4’,4'’'-dimetoxitrifenilmetil)-1-0-

(tert-butildimetilsilil)-1,5,6-hexanotriol, 11. A uma solug8o de

2,06 g (3,8 mmol) de 10 em 19 ml de piridina foram adicionados
532 ml (644 mg, 4,58 mmol) de cloreto de benzoil, e a mistura foi
agitada durante 20 horas e concentrada num evaporador rotativo

para remover a maior parte de piridina, mantendo a temperatura do

18



banho abaixo dos 30 °C. A mistura foi dividida entre 50 ml de
EtOAC e 50 ml de uma solugdo saturada de NaHCO3. A camada de
EtOAc foi lavada com 50 ml de solug&o saturada de NaHCO3, 25 ml
de solugdo saturada de NaCl, seca (NasS04), filtrada e
concentrada. Purificagd8o por cromatografia em silica gel (10:89:1
EtOAc/hexano/Et3N) forneceu 1,66 g de 11 como um 6leo viscoso: Rg
de TLC 0,27 (1:9 EtOAc/hexano); lg er (cbclz) 0,5 (s, 6H), 0,87
(s, 9H), 1,40 (m, 2H), 1,56 (m, 2H), 1,82 (m, 2H), 3,28 (dd, 2H),
3,60 (t, 2H), 3,80 (s, 6H), 5,38 (m,1H), 6,79 (m, 4H), 7,17-7,65
(m, 12H), 8,11 (d, 2H).

5-0-benzoil-6-0-(4',4''-dimetoxotrifenilmetil)-1,5,6~

hexanotriol, 12. A uma solug&o de 1,66 g (2,56 mmol) de 11, em

5,2 ml de THF numa atmosfera de Ny, foram adicionados 5,12 ml
(5,12 mmol) de uma solugdo 1M de fluoreto de tetrabutilaménia em
THF. A mistura foi agitada durante 3 horas & temperatura ambiente
e concentrada num evaporador rotativo. Purificagdo por
cromatografia em silica gel (1:1 EtOAc/hexano) forneceu 1,18 g de
12 como éleo viscoso. Melhor purifica¢8o foi possivel através de
HPLC preparativa (12 ml/min, 9:1 MeOH/H0, 22,4 mm Cjg): Rf de
TLC 0,14 (1:1 hexano/ EtOAc); 'y R (cocl3) 1,37 )m, 2H), 1,57
(m, 2H), 1,79 (m, 2H), 3,29 (dd, 2H), 3,60 (t, 2H), 3,75 (s, 6H),
5,36 (m, 1H), 6,80 (m, 4H), 7,17-7,60 (m, 12 H), 8,12 (d, 2H).

O-5-benzoiloxi-6-0-(4’,4''-dimetoxitrifenilmetil)

hexil-0-(2'-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidite, 13. A uma

solugdo de 681 mg (1,26 mmol) de 12 e 111 mg (0,65 mmol) de
diisopropilaménio tetrazélio em 6,5 ml de CHyCly foi adicionada
uma solugdo de 417 mg (1,38 mmol) de O-cianoetil-N,N,N’,N’-

tetraisopropilfosforamidite em 1,0 ml de CHyCly. A mistura foi
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agitada durante 2 horas e dividida entre 25 ml de CH9Cly e 25 ml
de solugdo saturada fresca de NaHCO3. A camada de CHpCly foi
lavada com solugdo saturada de NaCl, seca (NaSOy), filtrada e
concentrada. Purificagdo por filtragdo através de cavilha 2'’ de
alumina basica numa coluna de 25 mm, eluida com 9:1 CHyCly/Et3N
forneceu 798 mg de 13 como um éleo viscoso: 1y nMr (Cbclz) 1,19
(m, 12H), 1,42 (m, 2H), 1,65 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 2,69 (m, 2H),
3,28 (dad, 2H), 3,57 (m, 4H), 3,78 (s, 6H), (subjacente a m, 2H),
5,40 (m, 1H), 6,79 (dd, 4H), 7,27-7,64 (m, 12H), 8,17 (d, 2H);
31P NMR (CDCl3), H3PO4 15% normalizado internamente) 148,0; HRMS
(FAB, MH+), calculado para Cyq3H5407NoPy 741,3669, encontrado 741,
3678.

Exemplo 3

Preparagédo de 0-(14-(4’,4''-dimetoxitrifenilmetoxi)-7,8~

ditiotetracecil)-0-(2-cianocetil)-N-N-diisopropilfosforamidite

A Figura 3 representa esquematicamente o esquema de
reacg¢do para esta fosforamidite. Os detalhes do esquema estédo
descritos a seguir.

Cloreto de S-(6-hidroxihexil)isotiuronio, 14, A uma

solug&o de 16,6 ml (20,0 g, 146 mmol), de 6-clorohexanol em 49 ml
de etanol, foram adicionados 11,1 g (146 mmol) de tioureia, e a
mistura foi agitada em refluxo durante 24 horas. A mistura foi
arrefecida a 0°C, e o produto foi cristalizado. Os cristais foram
recolhidos por filtrag8o em vacuo e secos de forma a originar
28,4 g de 14 como um sélido branco: pf 122-124°C; 'H NMR (DMSO)

1,40 (m, 4H), 1,65 (m, 2H), 3,21 (t, 2H), 3,41 (t, 2H), 9,27 e
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9,33 (sobreposigdo dos singletos de fronteira, 4H).

6-Mercaptohexan-1-ol, 15. A uma solugdo de 17,8 mg

(83,6 mmol) de 14 em 120 ml de H90 e 120 ml de EtOH foram
adicionados 9,25 g de pellets de NaOH. A mistura foi agitada em
refluxo durante 4 horas. A mistura foi cuidadosamente concentrada
até aproximadamente 75 ml, e o concentrado foi purificado por
destilagdo em vacuo para fornecer 7,4 g de 15: p.e. 95-105°C @ 5
mm Hg; H NMR (CDCl3) 1,41 (m, 9H), 2,59 (dt, 2H), 3,69 (t com
subjacente aos singletos de fronteira, 3H).

Bis-(6-hidroxihexil)disulfureto, 16. A uma solugdo de

4,26 g (31,7 mmol) de 15 em 10 ml de MeOH e 13,7 ml (9,97 g, 98,5
mmol) de Et3N, sobre uma atmosfera de Ny, e arrefecido num banho
de gelo, foi adicionada em gotas durante 10 minutos, uma solugdo
de 4,02 g (15,8 mmol) de Iy em 90 ml de MeOH. Foi retirado o
banho de arrefecimento, e a mistura foi agitada & temperatura
ambiente durante 4 horas. A mistura foi concentrada num
evaporador rotativo e purificada por cromatografia em silica gel
(1:1 hexano/EtOAc) para fornecer 3,12 g de 16 como um soélido
amarelo padlido: Rf de TLC 0,18 (1:1 hexano/EtOAc); p.f. 38-48°C;
ly mMR (CDCL3) 1,15.2,20 (m, 16 H), 2,73 (t, 4H), 3,70 (t, 4H).

Mono-0-(4',4’''-dimetoxitrifenilmetil)-bis-(6-

hidroxihexil)disulfureto, 17. A uma solug&o de 3,12 g (11,7 mmol)

de 16 e 45 ml de piridina foram adicionados 3,97 g (11,7 mmol) de
cloreto de 4,4'-dimetoxitrifenilmetil, e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 16 horas. A maior parte da piridina
foi removida num evaporador rotativo, e o residuo foi dividido
entre 100 ml de uma solugdo saturada de NaHCO3 e 100 ml de EtOAc.

A camada de EtOAc foi lavada com 50 ml de uma solugdo saturada de
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NaCl, seca, (NapSO4), e filtrada e concentrada para um 6éleo.
Purificagdo por cromatografia em silica gel (9:1 CHyCly/EtOAc)
conseguindo-se 2,84 g de 17 como um 6leo viscoso: Re de TLC 0,35
(9:1 ChyCly)/EtOAc); 'H NMR (CDCl3) 1,41 (m, 8H), 1,65 (m, 8H),
2,70 (dois tripletes sobrepostos, 4H), 3,08 (t, 2H), 3,65 (t,
2H), 3,81 (s, 6H), 6,85 (d, 4H), 7,32 (m, 7H), 7,47 (d, 2H).

O - (14-(4',4'" - dimetoxitrifenilmetoxi) - 7,8 -

ditiotetradecil)-0O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidite,18.

A uma solugdo de 771 mg (1,36 mmol) de 17 e 116 mg (0,68 mmol) de
diisopropilaménio tetrazolio em 6,8 ml de CHyCly sob atmosfera Np
foi adicionada uma solugdo de 458 mg (1,52 mmol) de O-cianocetil-
N,N,N’,N'-tetraisopropilfosforamidite em 0,5 ml de CHyCl;. A
mistura foi agitada durante 4 horas e dividida entre 25 ml de
NaHCO3 e 3x25 ml de CH2Cly. As camadas combinadas de CH3Cly foram
lavadas com solug¢8o saturada de NaCl, secas (NasCO3), filtradas e
concentradas para um éleo. Purificag¢8o por filtrag8o atravées de
uma cavilha 2’'’ de alumina basica numa coluna de 25 mm, eluida
com 9:1 CHClp/Et3N fornecendo 831 mg de 18 como um ¢leo viscoso;
v wur (cpc13) 1,25 (m, 12 ®), 1,45 (m, 8H), 1,70 (m, 8H), 2,72
(m, 6H), 3,09 (t, 2H), 3,65 (m, 4H), 3,87 (s, 6H), 3,91 (m, 2H),
6,89 (d, 4H), 7,35 (m, 7H), 7,49 (d, 2H); S'P NMR (CDCl3) com
H3PO4 15% normalizado internamente) 147,69; HRMS (FAB, MH+)

calculado para CgqHgoN205P1So9 769,3839, encontrado 769,3853.

Exemplo 4

Adigdo da Fosforamidite do Exemplo 1 ao Oligonucleétido

Um excesso molar de cinco vezes (760 mg) de

fosforamidite do Exemplo 1 foi acoplado & extremidade 5’ de um
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oligonucledtido que estava ligado a 10 g (300 pmoles) de suporte
CPG (vidro de poros controlados). Esta sintese foi realizada num
sintetizador de DNA Milligen 8800 usando os protocolos de
manufacturagdo para a sintese de DNA.

Noutra circunsténcia, numa reac¢8o 4 escala de 1lpmol
num sintetizador de DNA da Pharmacia Gene-Assembler, a eficiéncia
de jungd@o foi determinada para 96% por liberta¢8o de tritil. Para
esta determinagdo foi usada a fosforamidite do Exemplo 3.

Apds a reacgdo, o CPG foi suspenso em 100 ml de aménia
concentrada e mantido a 55°C durante a noite. Apos filtrag¢do, o
oligonucleotido desprotegido foi purificado por um gradiente de
cloreto de s6dio e cromatografia de troca iénica.

As fracgfes foram analisadas por electroforese em gel
de poliacrilamida e as fracg8es contendo produto foram
armazenadas, ajustadas para NaCl 0,3 M com solug¢8o de NaCl 3M, e
precipitadas pela adig&o de um volume igual de isopropanol
gelado. O produto foi recolhido por centrifugagdio e seco em
vacuo.

0 pellet foi depois dissolvido em 40 ml de 4gua e
oxidado pelo tratamento com um excesso molar de cinco vezes de
metaperiodato de sédio (83, 6 mg para 2 g de oligonucleétido
purificado, neste exemplo) a 0°C durante 30 minutos. A solugdo
foi novamentte ajustada para NaCl 0,3 M e precipitada como acima
para remover 0 formaldeido formado nesta reac¢do. Apbs
centrifugag8o e secagem, este material foi usado na etapa

seguinte.
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Exemplo 5

Conjuga¢do do Oligonucledtido do Exemplo 4 com Polimero de

D-&cido glutamico, D-lisina (DEK)

100 mg de oligonucleétido oxidado (2,5 pmoles) foram
dissolvidos em 1,33 ml de 100 mM de NaBO3, pH 8,0. Depois, foram
adicionadas 2,5 mg de DEK (0,25 pmoles, PM 10000, 60:40 em raz&o
de peso de D-acido glutamico e D-lisina) e 0,79 mg de NaCNBHj
(12,5 umoles). A mistura (2 ml) foi incubada a 37°C durante 3
dias. O produto da condensagdo foi purificado por cromatografia
S$-200 (Pharmacia, Upsala, Suécia).

As fracg¢8es foram marcadas com 32P ddATP alfa e
transferase terminal para visualizag&0 num gel de poliacrilamida
8% de sequénciagdo de DNA standard.

As varias frac¢Bes marcadas radioactivamente foram
visualizadas por electroforese e autoradiografia como apresentado
na Figura 4, As bandas marcadas como "2 continham
oligonucledétido no total comprimento n&o conjugado e a seta
indica a posigdo de 50-mer. As bandas marcadas como "1" contén
conjugados de peso molecular decrescente. As fracg8Bes que contém
o substituto mais elevado (regido A) conjugado o0ligo-DEK foram
armazenadas para subsequente hibridag8o com a cadeia de
oligonucleétido complementar para construir o conjugado DNA-DEK

de dupla cadeia.
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Exemplo 6

Conjugagdio do Oligonucleétido do Exemplo 4 com Hemocianina

do Orificio de Lapa (KLH)

100 mg de oligonucleétido oxidado em bruto (2,5 umoles)
foram dissolvidos em 1,33 ml de NaBO3 50 mM, pH 8,0. De seguida,
foram adicionados 31,3 mg de KLH (0,208 pmoles) e 2,0 mg de
NaCNBH3 (31,8 umoles). A mistura (2,0 ml) foi incubada a 37°C
durante 3 dias. O produto de condensag8o foi purificado por
cromatografia S-200. As varias fracg8es foram marcadas
radioactivamente usando o mesmo processo que o descrito acima
para D-EK e foram depois visualizadas apds electroforese e
autoradiografia como apresentada na Figura 5. As bandas marcadas
como "l1" sdo conjugados de elevado peso molecular, as bandas
marcadas como "2" contém principalmente oligonucleodtidos ndo
conjugados e a seta indica a posigdo de 50-mer. Modificagdes dos
modos de realizagdo do invento acima descritos, que sdo 6bvias
para o0s especialistas no campo da quimica organica e
particularmente na sintese de oligonucledtidos, e derivagdo
entendem-se como dentro do espirito das reivindica¢8es que se
seguem. As frac¢8es que contém o conjugado oligo-KLH foram
armazenadas para subsequente hibridagao com cadeia
oligonucleotidica complementar para construir o conjugado de

dupla cadeia DNA-KLH.
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Exemplo 7

Preparagdo de acetal-protegido diol fosforamidite 4-(4-

hidroxi-l-butil)-2-fenil-1,3 dioxolano.

Uma mistura de 1,2,6-trihidroxihexano (2,58 g) e
benzaldeido dimetil acetal (3,18 g) ¢ tratada com acido sulfénico
de tolueno hidratado (2,08 g). A mistura & agitada & temperatura
ambiente durante 60 horas, e depois ¢ dividida entre bicarbonato
de sodio aquoso saturado (50 ml) e cloreto de metileno (20 ml).
As camadas sdo separadas, a camada aquosa ¢ novamente extraida
com cloreto de metileno, as camadas organicas s8o secas com
sulfato de sédio anidroso, filtradas e concentradas a um ©éleo
(2,66 g), que & purificado por cromatografia e coluna (silica
gel, 1:1 acetato de etil/hexanos). O armazenamento e concentragdo
das fraceBes apropriadas origina o composto do titulo como um
6leo (1,19 g): Rf do TLA = 0,18 (silica, 1l:1 acetato de

etil/hexanos); 1

H NMR (CDCl3), §, 1,62 (m, 6H), 3,67 (m, 3H),

3,25 (m, 2H), 6,37 (s, 0,6H), 6,50 (s, 0,4 H), 8,04 (s.fr., 5H).
De um modo semelhante, mas comegando com benzaldeido em

lugar de acetal dimetil benzaldeido, ¢ também obtido o composto

do titulo.

(4-(2-fenil-1,3-dioxol-4-il)butil-0-(2-cianoetil)-N-N-

diisopropilfosforamidite. Uma solug&o do dioxolano acima (1,19

g), e diisopropilamina (2,0 ml), em cloreto de metileno (22 ml),
¢ tratada com cianoetildiisopropilclorofosforamidite (0,92 ml) e
agitada a 24°C durante 1,5 horas. A mistura ¢ dividida entre
bicarbonato de sédio aquoso saturado (25 ml) e cloreto de
metileno (25 ml). As camadas s8o separadas, a camada aquosa &

novamente extralda com cloreto de metileno, as camadas organicas
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sdo secas com sulfato de sddio anidroso, filtradas e concentradas
a um é6leo (2,13 g), que ¢ purificado por cromatografia e coluna
(2lumina bdsica, 1:1 cloreto de metileno/hexanos, trietilamina
1%). O armazenamento e concentrag8o das frace¢8es apropriadas
origina o composto do titulo como um éleo (1,28 g): 1H NMR
(¢oeCL3), 6, 1,13 (12H), 1,5-1,9 (m, 8H), 2,58 (g, 2H), 3,5-3,8
(m, 8H); 4,0-4,3 (m, 2H), 5,8 (s, O0,6H), 5,92 (s, 0,4H=, 7,3-7,5
(m, 5H).

De forma semelhante s&o preparadas as seguintes
fosforamidites:

(4- (2-metoxifenil-1,3-dioxol-4-il) butil) -0- (2-
cianoetil) -N-N- diisopropilfosforamidite;

(4-(2-p~butilfenil-1,3-dioxol-4-il)butil-0-(2-cianoetil
-N-N-diisopropilfosforamidite;

(4-(2-bifenil-1,3~dioxol-4-il) butil-O-(2-cianocetil-N-
N-diisopropilfosforamidite;

(4- (2-metil-2-fenil-1,3~dioxol-4-il) butil-O- (2-

cianoetil -N-N-diisopropilfosforamidite;

Exemplo 8

Adi¢8o da Fosforamidite do Exemplo 7 a um Oligonucleétido

Pelo modo do Exemplo 4, a fosforamidite do Exemplo 7 &
acoplada ao oligonucleédtido. A seguir a purificagdo, o grupo
protector acetal & removido com &cido acético 80%/4gua durante 40
minutos. O decorrer da reacgdo ¢ visualizado por HPLC usando uma
coluna Gen Pak Fax (Waters Associates), usando fosfato de sodio

0,5 M a pH 7,5, com um gradiente de cloreto de sédio 1,0 M/
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metanol 10%. O acetal inicial elui a 20,1 minutos, e o diol
hidrolizado elui a 18,9 minutos.

Modificag8es dos modos de realizag8o do invento acima
descritos que s&o obvios para os especialistas nos campos da
quimica organica do foésforo, quimica nucleotidica, sintese
oligonucleotidica, ou campos relacionados entendem-se como

estando dentro do espirito das seguintes reivindicag¢®es.
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1- Um composto da férmula:
X
XZ-L-O-G-Z
b
caracterizado pelo facto de X:

1e 07, e x2 ser hidrogénio ou

(1) ser oxigénio quando X
RO-~ quando R & um grupo protector;
(ii) n8o estar presente quando:

(a) x1 ¢ cloro e X% & metilo ou RO-~, ou

(b) X° & RO-" e x' & NR'R? quando R! e R? sao,
individualmente, alquilo de 1 a 6 Atomos de carbono, cicloalquilo
de 3 a 8 &tomos de carbono, ou arilo de 6 a 20 &tomos de carbono,
ou estdo wunidos para formar, com o Atomo de nitrogénio, uma
estrutura ciclica de 4-7 atomos de carbono, e de 0 a 1 A&tomos
calcogénios anulares com um numero atémico de 8 a 16 inclusive (O
ou 5);

G ¢ um grupo hidrocarbileno de 1 a 20 atomos de carbono; e

Z ¢ um grupo diol vicinal hidroxi protegido, ligado a G por um
dos &tomos de carbono diois vicinais ou um grupo disulfureto,
ligado a G por um dos atomos de enxofre do grupo disulfureto com
a condigdo de G ter, pelo menos, 4 Atomos de carbono quando Z & o

referido grupo disulfureto.

' 2- Uma fosforamidite com a férmula: R-0-P-0-G-Z



caracterizada pelo facto de R ser um grupo protector de base
-14bil, R1 e R2 s8o, individualmente, alquilo de 1 a 6 &tomos de
carbono, cicloalquilo de 3 a 8 &tomos de carbono, arilo de 6 a 20
atomos de carbono, ou estando unidos para formar, com o atomo de
nitrogénio, uma estrutura ciclicé de 4-7 Atomos de carbono, e 0 a
1 A&atomos calcogénios anulares, com um namero atémico de 8 a 16,
inclusivé, sendo G um grupo hidrocarbileno de 1 a 20 A&tomos de
carbono, e sendo Z um grupo diol vicinal hidroxi-protegido ligado
a G por um dos &tomos de carbono diois vicinais, ou um grupo
disulfureto e estando ligado'a G por um dos &tomos de enxofre do
grupo disulfureto, com a condig&8o de G ter, pelo menos, 4 A&tomos

de carbono quando Z & o referido grupo disulfureto.

3~ Uma fosforamidite, conforme reivindicado na reivindicag&o

- ~

N
-y2
-R

2, caracterizada pelo facto de Z ser ;
yl-
4

- -

mn—0Q—0
a-—Q—O

3

4

quando R3 e R" s8o, individualmente, hidrogénio, alquilo de

1 a 20 a&tomos de carbono, ou arilo monociclico de 6 a 20 Atomos

1 e Y2

de carbono, e Y s&o grupos hidroxi-protectores individuais,

ou estdo unidos por uma ponte de &tomo Gnico para formar um grupo
protector de anel de cinco membros, ou
-8-8-R%-0-v3

em que R° & um grupo alquilo de 1 a 20 &tomos de carbono, ou

um grupo arilo monociclico de 6 a 20 &tomos de carbono, Y3 € um
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grupo protector hidroxi.

4- Uma fosforamidite, conforme reivindicado na reivindicag#o

3, caracterizada pelo facto de R1 e R2 serem isopropilo.

5- Uma fosforamidite, conforme reivindicado na reivindicagdo

3 4 5

4, caracterizada pelo facto de R e R™ serem hidrogénio, R” ser

-(CH2)g, © Yl, Y2 e Y3-sao benzoilo ou dimetoxitritilo.

) 6- Uma fosforamidite, conforme reivindicado na reivindicagdo
2, caracterizada pelo facto de R1 e R2 serem isopropilo, G ser
-(CH2)4, © 2 ser vl.o ?-YZ

-C-C-H
||
HH

em que Yl-e Y2 s8o benzoilo.

7- Uma fosforamidite, conforme reivindicado na reivindicagdo

2, caracterizada pelo facto de R le R 2serem isopropilo, G ser

- (CH)4-, e Z ser 1.0 0-v2
) | |
- -C-C-H
| ]
HH
2

em que Y1 € benzoilo e Y® é dimetoxitritilo.

8- Uma fosforamidite, conforme reivindicado na reivindicag&o
2, caracterizada pelo facto de Z ser um grupo diol vicinal

, ,
hidroxi protegido, da fdérmula: Rq\\\ ’///R7

/

O

0

| |
cclzﬁ
HH
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em Qque R6 e R7 sdo, individualmente, hidrogénio, arilo, ou

arilo substituido de 6 a 30 Atomos de carbono, alquilo de 1 a 20
dtomos de carbono, ou alquilo aromatico-substituido com menos de

30 4&tomos de carbono, com a condigdo de R6 e R7

ndo serem
hidrogénio.
9- Uma fosforamidite, conforme reivindicado na reivindicagdo

6 e R7 serem, individualmente,

8, caracterizada pelo facto de R
hidrogénio ou um fenil facultativamente substituido com alquilo
com 1 a 8 &tomos de carbono, alcoxilo com 1 a 8 atomos de

carbono, 1 a 4 &tomos de halogénio com um némero atémico de 9 a

35, nitro ou fenil, com a condigdo de ambos, R6 e R7 ndo serem
hidrogénio.
10~ Uma fosforamidite, conforme reivindicado na

reivindicag¢do 8, caracterizada pelo facto de R6

R7 ser fenil, p-butilfenil, p-metoxi fenil, p-t-butilfenil ou

ser hidrogénio e

bifenil.

11- Uma fosforamidite, conforme reivindicado na

reivindicag¢do 2, caracterizada pelo facto de R1 e R2 serem

isopropil, sendo G -(CHy)g, e sendo 2

-§-g-R5-0-Y3

em que R5 ¢ -(CH)g-, © Y3 é dimetoxitritil.

12- Um oligonucleodtido 5’ modificado com a férmula:
h ol
I
(O.N.)-5"-0-P-0-G-2

X
caracterizada pelo facto de (0.N.) representar -uma cadeia
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oligonucleotidica, sendo X um Atomo calcogénio de nimero atdémico

de 8 a 16, inclusivé, Xl é 07, metilo, -OCH3, ou NRlR2 1

e R2 sd0, individualmente, hidrogénio ou alquilo de-!.a 6 &tomos

, €m que R

de carbono, G & um grupo hidrocarbileno de 1 a 20 A&tomos de
carbono, e Z & um grupo diol vicinal hidroxi-protegido, ligado a
G por um dos dtomos de carbono diois vicinais, ou um grupo
disulfureto ligado a G por um dos &tomos de enxofre do grupo
disulfureto,

13- Um oligonucleétido 5’ modificado, conforme reivindicado

na reivindicagdo 12, caracterizado pelo facto de Z ser

’ ~
/ \
[J

\
yl-0 0-Y?

\

.c-c-r4

|-
_— H R3
em que R° e R® s8o, individualmente, hidrogénio, alquilo de
4 a 20 &tomos de carbono, ou arilo monociclico de 6 a 20 &tomos

de carbono, e Tl e Y2

s8o grupos hidroxi protectores individuais,
ou est#o unidos por uma ponte de &tomo Gnico para formar um grupo

protector de anel de cinco membros, ou
-8-8-R%-0-y3

em que R5 € um grupo alquilo de 4 a 20 &tomos de carbono, ou
3

um grupo arilo monociclico de 6 a 20 Atomos de carbono, e Y~ & um
grupo hidroxi protector.
14- Um oligonucleétido 5’ modificado, conforme reivindicado

na reivindicagdo 13, caracterizado pelo facto de Z ser



-c-?-R‘1
H R?

e sendo Y' e Y” removidos para deixar grupos hidroxi livres.

15- Um oligonucledtido 5’ modificado, conforme reivindicado

na reivindicagdo 12, caracterizado pelo facto de G ser -(CH3)4-,

e sendo %

em que Yl e Y2 sdo benzoilo.

16~ Um oligonucledtido 5’ modificado, conforme reivindicado

na reivindicag8o 15, caracterizado pelo facto de Yl e Y2 serem
removidos para deixar grupos hidroxilo livres.

17- Um oligonucledétido 5’ modificado, conforme reivindicado
na reivindicagdo 12, caracterizado pelo facto de G ser =-(CHj)g-,
e sendo 2

yl.0 0-v2
PR
b

em que vl ¢ benzoilo e Y2 ¢ dimetoxitritilo.

18- Um oligonucledtido 5’ modificado, conforme reivindicado
na reivindicag8o 14, caracterizado pelo de Y1 e Y2 serem
removidos para deixar grupos hidroxilo livres.

19- Um oligonucledtido 5’ modificado, conforme reivindicado

na reivindicag¢do 12, caracterizado pelo facto de 2 ser
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HH
e sendo R6 e R7, individualmente, hidrogénio, arilo ou arilo
substituido de 6 a 30 &tomos de carbono, alquilo de 1 a 20 Atomos
de carbono, ou alquilo arom&tico substituido com menos do que 30

atomos de carbono, com a condi¢8o de ambos, R6 e R7

ndo serem
hidrogénio.

20- Um oligonucledtido 5’ modificado, conforme reivindicado
na reivindicagdo 19, caracterizado pelo facto de R6 e R7 serem,
individualmente, hidrogénio ou fenil facultativamente substituldo
com alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, alcoxilo de 1 a 8 a&tomos
de carbono, 1 a 4 atomos de halogénio de numero atémico de 9 a
35, nitro ou fenil, com a condi¢ao de ambos, R6 e R7 ndo serem
hidrogénio.

21- Um oligonucleétido.S’ modificado, conforme reivindicado
na reivindica¢8io 19, caracterizado pelo facto de R6 ser
hidrogénio e sendo R7 um fenil, p-butilfenil, p-metoxifenil, p-t-
butilfenil ou bifenil.

22- Um oligonucledtido 5’ modificado, conforme reivindicado
na reivindicagdo 12, caracterizado pelo facto de G ser -(CH3)g-,

e sendo %
-§-8-r5-0-Y3

5 3

em que R” é ~(CHy)g-, € Y~ & dimetoxitritilo,



23- Um oligonucleétido 5’ modificado, conforme reivindicado
na reivindicag8o 14, caracterizado pelo facto de Z ser oxidado
para formar um grupo aldeido terminal no oligonucledtido.

24- Um oligonucleétido 5' modificado, conforme reivindicado
na reivindicag8o 18, caracterizado pelo facto de Z ser oxidado
para formar um grupo aldeido terminal no oligonucledtido.

25- Um oligonucleétido 5’ modificado, conforme reivindicado
na reivindicagdo 22, caracterizado pelo facto de 7 ser reduzido
para formar um grupo tiol terminal no oligonucleétido.

26~ Um conjugado de uma molécula transportadora contendo um
grupo amino e o oligonucledtido 5 modificado, conforme
reivindicado na reivindicag8o 23, caracterizado pelo facto de o
conjugado ser formado por reacgdo entre o referido grupo amino e
o referido grupo aldeido terminal.

27~ Um conjugado, conforme reivindicado na reivindicagdo 26,
caracterizado pelo facto de a molécula transportadora ser um
polimero.

28- Um conjugado, conforme reivindicado na reivindicacdo 27,
caracterizado pelo facto de o polimero ser um polimero
aminoacidico. N

29- Um conjugado de uma molécula transportadora tendo um
grupo funcional e o oligonucledtido 57 modificado da
reivindicagdo 25, caracterizado pelo facto de o conjugado ser
formado por reacgdo entre o referido grupo e o referido grupo

tiol terminal.
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30- Unm conjugado, conforme reivindicado na reivindicagédo
29, caracterizado pelo facto de o transportador ser um polimero.

31- Um &lcool parcialmente protegido, caracterizado pelo

f"\

facto de ter a seguinte férmula e Y
Cp
H-?-?-G-OH
H H

em que Y1 e Y2 sdo grupos protectores hidroxi individuais,

ou estdo unidos por uma ponte de atomo Gnico para formar um grupo
protector de anel de cinco membros, e sendo G um grupo
hidrocarbileno de 1 a 20 Atomos de carbono.

32- Um &lcool, conforme reivindicado na reivindicagdo 31,

1 2

caracterizado pelo facto de Y~ e Y® serem benzoilo e sendo G

butileno.

33- Um &lcool, conforme reivindicado na reivindicagfio 31,

caracterizado pelo facto de vl ser dimetoxitritilo, de Y2 ser

benzoilo e de G ser butileno.

34- Um &alcool, conforme reivindicado na reivindicagdo 31,

caracterizado pelo facto de Yl e Y2 representarem

R
\C/

em que R6 e R7 sdo, individualmente, hidrogénio, arilo ou

arilo substituido de 6 a 30 &tomos de carbono, alquilo de 1 a 20

dtomos de carbono, ou alquilo aromdtico substituido com menos do

que 30 atomos de carbono, com a condigdo de ambos, R6 e R7, ndo



serem hidrogénio,

35- Um disulfureto, caracterizado pelo fac£6 de ter a
férmulas

y3.0-G-S-8-G-OH

em que G & um grupo hidrocarbileno de 4 a 20 &tomos de
carbono, e Y3 ¢ um grupo hidroxilo protector.

36- Um disulfureto, conforme reivindicado na reivindicagdo
35, caracterizado pelo facto de Y3 ser dimetoxitritilo e sendo G

um hexileno.

Lisboa, 15 de Julho de 1992
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