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Anotace:

Vyndlez se tyka zphsobu syntézy oligonukle-
otid N3 - P5 fosforamidatti pouZitim vyménné
reakce aminu fosforamiditti, v niZ je 3 - ami-
noskupina zbavena chranici skupiny z oligo-
nukleotidového fetézce neseného na pevné
fazi zaménéna 5 -fosforamidatu vstupujiciho
monomeru, ktery ma chranénou 3 -ami-
noskupinu. Ziskana internukleotidova fosfo-
ramiditovd vazba je potom oxidovana na
formu stabilni chréanéné fosforamidatové
vazby.
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Zpusob syntézy oligonukleotid N3'>P5" fosforamidatl na pevné fazi

Oblast techniky:

Vynalez se tyka obecné chemie polymert nukleovych kyselin, a konkrétn&

postupl syntézy oligonukleotid N3'—P5" fosforamidati.

Dosavadni stav techniky:

Chemie polymert nukleovych kyselin hrala vyznamnou roli v mnoha
rozvijejicich se technologiich v oblasti farmacie, diagnostiky a analytiky, a
konkrétnéji v podskuping antimediatorovych a antigenovych 1é&iv,
kombinatorické chemii, amplifikaci signalni vétvené DNA, a DNA diagnostik a
analyz na bazi soubord, napfiklad Uhlmann and Peyman, Chemical Reviews,
90:543-584 (1990); Milligan a kol., J. Med. Chem. 36: 1923-1937 (1993);
Mesmaecker a kol., Current Opinion in Structural Biology, 5: 343-355 (1995);
Thuong a kol., Angew.Chem.Int.Ed.Engl., 32:666-690 (1993); Brenner a‘kol.,
Proc.Natl. Acad.Sci., 89:5381-5383 (1992); Gold a kol., Ann.Rev.Biochem.,
64: 763-797 (1995); Gallop a kol., J.Med.Chem.37: 1233-1258 (1994); Gordon
a kol., J.Med.Chem.37:1385-1401 (1994); Gryaznov, Mezinarodni pfihlaska
PCT/US94/07557; Urdea a kol., americky patent US 5 124 246; Southern a
kol., Genomics, 13:1008-1017 (1992); McGall a kol., americky patent US 5
412 087; Fodor a kol., americky patent US 5 424 186; Pirrung a kol.,
americky patent US 5 405 783; a podobnsé.

Mnoho z nich bylo chemiky vedeno na zlep3eni vazebné pevnosti,
specifi¢nosti a nukleasové resistence polymerd ptirodnich nukléovych kyselin,
jako je DNA. Nanestésti viak zlepSeni jedné vlastnosti, jako je nukleasova
resistence, zahrnuje Casto zamé&nu za jiné vlastnosti, takové, jako je vazebna
pevnost. Pfiklady takovych zdmén jsou: peptidova nukleova kyselina (PNAs)

vykazuje dobrou nukleasovou resistenci a vazebnou




pevnost, ale ma sniZenou buné¢nou absorpci v testovanych kulturach,
napiiklad Habvey a kol., Science, 258: 1481-1485 (1992); fosforthioaty
vykazuji dobrou nukleasovou resistenci a rozpustnost, ale typicky jsou
syntetizovany jako P-chiralni smési a vykazuji fadu sekventné nespecifickych
biologickych u&inkd, napitiklad Stein a kol., Science, 261: 1004-1012 (1993);
methylfosfonaty vykazuji vykazuji dobrou nukleasovou resistenci a bunéfnou
absorpci, ale také jsou typicky syntetizovany jako P-chiralni smési a maji
snizenou stabilitu dvousroubovice, napfiklad Mesmaeker a kol (citovany vyse);
a tak dale.

V nedavné dobé& byla objevena nova tfida oligonukleotidid majicich tak
zvané N3'—P5’ fosforamidatové internukleosidové vazby, které vykazuji
velmi ptijatelné vazebné vlastnosti, nukleasovou resistenci a rozpustnost,
Gryaznov a Letsinger, Nucleic Acids Research, 20: 3403-3409 (1992); Chena
kol., Nucleic Acids Research, 23: 2661-2668 (1995); Gryaznov a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci., 92: 5798-5802 (1995); a Gryaznov a kol., J.Am.Chem.Soc.,
116: 3143-3144 (1994). Nizké vytéiky syntéz té€chto sloucenin se
zvefejnénymi protokoly viak nane§tési zamezuji jejich komerénimu vyuZiti.

Pouziti této nové t¥idy oligonukleotidovych analogd by mélo byt vyrazné
zvy$eno, pokud budou nalezeny modifikace a nova pojeti syntéz, ktera zlepsi
vytézky syntéz bez ztrat jakychkoliv jinych vlastnosti z vlastnich vynikajicich

vlastnosti uvedenych vyse.

Podstata vynalezu;

S ohledem na vy3e uvedené je dilezitym predmétem naSeho vynalezu
poskytnuti nového feleni syntéz v pevné fazi oligonukleotid N3'—P5’
fosforamidatd, pfi nichz jsou vyrazné& zvySeny postupné se spojujici vytézky.

Jinym piedmétem naseho vynalezu je poskytnout nové 3'-chranéné
amino-5'-fosforamidatové monomery pro pouZiti v postupu podle vynalezu.

Dal3im pfedmé&tem vynalezu je poskytnout praktické postupy syntéz v




Sirokém méfitku pro pfipravu oligonukleotid N3'—P5" fosforamidati, zejména
2’-deoxyoligonukleotid N3'—P5’ fosforamidatd.

Tyto a dalsi pfedmé&ty naSeho vynalezu jsou doprovazeny poskytnutim
postupu syntézy oligonukleotid N3'—»P5" fosforamidati pouzitim vymé&nné
reakce aminu, v niZ je 3'-aminoskupina zbavena chranici skupiny z
oligonukleotidového fetézce neseného na pevné fazi substituovana aminod&asti
5’-fosforamidatu vstupujiciho monomeru, ktery ma chranénou 3'-
aminoskupinu. Ziskana internukleotidova fosforamiditova vazba je potom
oxidovana na formu stabilni chranéné fosforamidatové vazby. Obecné schema

reakce je znazornéno dale.
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Obecné, postup podle vynalezu zahrnuje nasledujici kroky:
(a) poskytnuti prvniho nukleosidu navazaného na nosi¢ z pevné fize, prvni
nukleosid ma chranénou 3'-aminoskupinu; (b) odebrani chranici skupiny z
chranéné 3’-aminoskupiny na formu volné 3 '-aminoskupiny; (c) reakci volné
3’-aminoskupiny s monomerem 3’'-chranénym aminonukleosid-5’-
fosforamiditem za vzniku internukleosidové N3'—P5" fosforamiditové vazby;
(d) oxidaci uvedené vazby; a (e) opakovani krokd (b) az (d), az je syntetizovéan
pozadovany oligonukleotid N3'—>P5" fosforamidat. Vyhodng je dusikovou
Casti 5'-fosforamiditu ze 3'-chranéného aminonukleosid-5"-fosforamiditového

monomeru stericky branény amin, ktery ma pK, alesposi 10.




Vynalez dale zahrnuje 3 '-chranéné-aminonukleosid-5"-fosfor-amiditové
monomery nasledujiciho vzorce, pfiéemZz tyto monomery jsou zejména vhodné

pro postup podle vynalezu:

kde: B je pyrimidin, purin, nebo jejich analog; R! je fosfatova chranici skupina;
W je bud’ -NHR? nebo -OR’, kde R? je amin chranici skupina a R je hydroxyl
chranici skupina; R? je vodik, hydroxyl, fluor nebo -OR’, kde R’ je alkyl s 1 az
3 atomy uhliku nebo 2'-hydroxyl chranici skupina, jako je alkylsilyl, napf. t-
butyldimethylsilyl, nebo podobné; a R* a R’ dohromady s dusikem, na ktery
jsou navazany, tvofi alkylaminovou nebo arylaminovou odstupujici skupinu,
ktera ma do 40 atomd uhliku a/nebo heteroatomy vybrané ze skupiny
sestavajici z kysliku, siry a dusiku.

Monomery s W jako -OR’ jsou zejména vhodné pro syntetizovani
chimerickych oligonukleotidd obsahujicich N3'—P5" fosforamidatové vazby 1
dalsi vazby, jako fosfodiesteru, fosforthioatu a podobné.

Vynalez piekonava kritické nedostatky postupid syntéz oligonukleotid
N3'—P5’ fosforamidatd, majicich bud pln& amidované nebo ¢astené
amidované vazby, znamych ze stavu techniky, a oteviraji cestu pro komercni
sirokou vyrobu takovych sloucenin. Konkrétné poskytuje vynalez znaéné
zvySené vytézky interakci pfi pouziti mnohem nizSich molarnich ekvivalenti
monomernich reaktantd, které, naopak, umoZiiuji komercné proveditelné
syntézy oligonukleotid N3’ —>P5’ fosforamidatl. Vynalez umozni rozsahlou
aplikaci slougenin v Sirokém poli plisobeni, vCetné védeckého a prumyslového

vyzkumu, 1é&iv a diagnostik.

Popis obrazku:

Obrazek 1 je *'P-NMR spektrum smasi N6-benzoyl-3 -tritylamino-2"-




deoxyadenosin-S’-(2-kyanoethyl—N,N-diisopropyl)-fosforamiditu a tetrazolu.
Obrazek 2 je *'P-NMR spektrum smési 3’-tritylaminothymidin-5-(2-
kyanoethyl-(2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl)—fosforamiditu a tetrazolu.
Obréazek 3a a 3b jsou chromatogramy iontové vymény dvou surovych
oligonukleotid N3"—P5’ fosforamidatd syntetizovanych amino-vyménnou
reakci podle vynalezu.
Obrazek 4 je HPLC chromatogram iontové vymény surové reakéni smési

ze syntézy oligo-2’-fluornukleosid N3'—P5" fosforamidatu z prikladu 19.
Definice

Kdykoliv je oligonukleotid vyjadien sekvenci pismen, jako je
~ATGUCCTG", je zfejmé, e nukleotidy jsou v pofadi 5'—>3" zleva doprava a
Ze ,,A“ oznaluje deoxyadenosin, , C* oznaluje deoxycytidin, ,G* oznacuje
deoxyguanosin, ,, T“ oznaduje thymidin a ,U“ oznaluje deoxyuridin, pokud neni
uvedeno jinak.

Jak se pouziva zde, , N3"—>P5  fosforamidat“ znamena

internukleosidovou vazbu ve formé:
3'-NH-P(=X)(OR1)—O-5’

kde 37a 5’oznaluji atom uhliku v &astech cukru v po sobé jdoucich
nukleosidech, které jsou navazany pomoci vazby, a kde R’ je vodik nebo
fosfat chranici skupina, a X je chalkogen, vyhodné& kyslik nebo sira. Piesnéji,
pokud R' je fosfat chranici skupina, mize ji byt alkyl, alkenyl, aryl, aralkyl
nebo cykloalkyl obsahujici do 10 atomd uhliku. Vyhodnég, pokud R’ je fosfat
chranici skupina, je ji alkyl s 1 az 6 atomy uhliku; B-substituovany ethyl
odebirajici elektrony, konkrétng B-trihalogenmethyl-, B-Eyano-, -sulfo- nebo
B-nitro-substituovany ethyl; elektron-odebirajici substituovany fenyl, zejména

halogen-, sulfo-, kyano- nebo nitro-




substituovany fenyl; nebo elektron odebirajici substituovany fenylethyl.
Vyhodnéji, pokud R' je fosfat chranici skupina, mize ji byt methyl, B-
kyanoethyl nebo 4-nitrofenylethyl. Vyhodngji, R je vodik, methyl nebo f-
kyanoethyl. Elektroﬁ odebirajicimi substituenty jsou typicky halogenovy
substituent, kyanosubstituent, nitrosubstituent, sulfosubstituent nebo mono-,
di- nebo trihalogenmethyl, a podobné. Atomy halogenu jako substituenty jsou
obvykle fluor, chlor, brom nebo jod; vyhodné jsou jimi atomy fluoru a chloru.
» Elektron odebirajici“ oznaduje snahu substituentu pfitahovat valené&ni
elektrony molekuly; JiZ je Casti, to znamena, Ze je elektronegativni, viz.
Bfezen, Advanced Organic Chemistry, str. 16-18 (John Wiley, New York,
1985). Navod pro vybér fosfat chranici skupiny je poskytnut v Beaucage a Iyer,
Tetrahedron 48:2223-2311 (1992). Pro pohodinost jsou zde n&kdy
nukleotidové fosforamidaty oznadovany dolnim indexem »1p“ nebo ,,pn“ pro
N3"—>P5’ fosforamidaty, resp. P3'— N5’ fosforamidaty. TudiZ ,,U,,U“ je
dinukleotid, v némz 3’'-aminouridin a uridin jsou navazany N3’ —>P5’
fosforamidatovou vazbou. Obdobnég jsou 2’-fluorsubstituenty oznadovany
hornim indexem ,f“. Tudi¥ ,,Uf,.,,U“ je dinukleotid, v némz 5'-vétiina 3 -amino-
2’-fluoridinu je navazana na uridin N3'—>P5’ fosforamidatovou vazbou.
Jednotlivé ivodni pismeno, jako dolni index, »p“, oznaduje 5'monofosfat, a
jednotlivé piipojené jako dolni index ,n*“ oznacuje 3 -aminoskupinu.

Jak se zde pouZiva termin N3’ —P5’ fosforamiditova vazba“ (vloZeno
zddraznéni), tyka se forforitého (IIT) meziproduktu N3'—P5" fosforamidatové
vazby. V souladu s vynalezem je N3'—>P5’ vazba tvofena oxidovanim
N3"—P5’ fosforamiditové vazby.

»Nukleosid®, jak se zde pouziva, zahrnuje pfirodni nukleosidy, v&etng
2’-deoxy a 2'-hydroxylovych forem, napt. jak je popsano v Kornberg a Baker,
DNA Replication, 2. vyd., (Freeman, San Francisco, 1992). ,Analogy“ v
odkazech na nukleosidy zahrnuji syntetické nukleosidy, které maji
modifikované bazické &asti a/nebo modifikované &asti cukri, napft. jak
popsal Sheit, Nucleotide Analogs (John Wiley, New York, 1980). Tyto

analogy zahrnuji syntetické nukleosidy uréené pro zlep3eni vazebnych




vlastnosti, jako stability, specificity, nebo podobnych, jako jsou popsany
Uhlmannem a Peymanem (citované vyse).

»Pyrimidin®“, jak se zde pouziva, oznaluje pyrimidiny vyskytujici se v
pfirodnich nukleosidech, zahrnujicich cytosin, thymin, a uracil, a jejich b&zné
analogy, jako jsou ty, které obsahuji oxy-, methyl-, propinyl-, methoxy-,
hydroxyl-, amino-, thio-, halogen- a podobné substituenty. Termin, jak se zde
pouziva, zahrnuje dale pyrimidiny s navazanou béZnou chranici skupinou, jako
je N*-benzoylcytosin. Dal3i b&2né chranici skupiny pyrimidinu popsali
Beaucage a Iyer (citovani vyse).

»Purin®, jak se zde pouziva, oznaCuje puriny, které se vyskytuji v
pfirodnich nukleosidech, zahrnujici adenin, guanin, a hypoxanthin, a jejich
bézné analogy, jako ty, které obsahuji oxy-, methyl-, propinyl-, methoxy-,
hydroxyl-, amino-, thio-, halogen- a podobné substituenty. Termin, jak se zde
pouziva, zahrnuje dale puriny s navazanou béznou chranici skupinou, jako je
N2-benzoylguanin, N*-isobutyrylguanin a N°-benzoyladenin. Dal3i b&zné
chranici skupiny purinu popsali Beaucage a Iyer (citovani vySe).

,Oligonukleotid N3"—P5" fosforamidat™“ oznacuje oligomer, obvykle
linearni, z nukleosidovych podjednotek spojenych alespoii jednou N3'—P5’
fosforamidatovou vazbou. Nukleosidové podjednotky obvykle obsahujt
nukleosidy nebo analogy nukleosidi, ale mohou také obsahovat vice obvyklé
¢asti, které maji kompatibilni chemické chovani, jako jsou bazické cukry a
jiné uhlovodikové &asti, jako které jsou popsany v nasledujicich referencich:
Newton a kol., Nucleic Acids Research, 21:1155-1162 (1993); Griffin a kol., J.
Am. Chem. Soc., 114: 7976-7982 (1992); Jaschke a kol., Tetrahedron Letters,
34: 301-304 (1992)'; Ma a kol., Mezinarodni pfihlaska PCT/CA92/00423; Zon
a kol., Mezinarodni pfihlaska PCT/US90/06630; Durand a kol., Nucleic Acids
Research, 18; 6353-6359 (1990); Salunkhe a kol., J.Am.Chem.Soc., 114:8768-
8772 (1992); a podobné. Vyhodnéji termin oznaduje oligonukleotid, kde jsou
v§echny internukleosidové vazby nahrazeny N3'—»P5’ fosforamidatovymi
vazbami, tedy tento vyraz se ¢astecné chape jako plné ,amidované® oligomery.
Je§té vyhodnéji oznaduje oligonukleotid, kde jsou vSechny oligonukieotidové

vazby nahrazeny




N3'—>P5’ fosforamidatovymi vazbami a kde nukleosidové podjednotky jsou
pfirodni nukleosidy nebo jejich analogy. Oligonukleotid N3'—P5" fosforamidat
podle vynalezu, v némz kazda vazba je N3"—P5’ fosforamidatova vazba (,,plné
amidovana®), mize byt zakotven v nebo navazan na jiné oligonukleotidy
nebo polynukleotidy za vzniku velkého oligomeru, ktery je , &asteénd
amidovan®. Napfiiklad plné& amidovany oligonukleotid N3'—P5" fosforamidat
AnpAnpGnpCnpCh je zakotven do velkého oligonukleotidu
GGCCAAAA L ALGhpCrpCapACTAT (SEQ ID NO:1), nebo je navazan na
»TTTATC* jako vé&tSi oligonukleotid: AnpAnpGapCapCap TTTATC (SEQ ID
NO:2). Tyto chimerické oligonukleotidy, které mohou byt pouZity jako PCR
primery, zachytné sondy, a podobné, jsou zahrnuty do rozsahu vynalezu.

Termin ,,oxidovat®, ,,oxidaée“, a podobné terminy, jak se zde pouZivaji,
ve spojeni s internukleosidovou vazbou obsahujici fosfor, znamenaji zptisob
nebo zpracovéni pro konverzi atomu fosforu ve vazbé& z formy fosforu (I1I) na
formu fosforu (V).

Termin ,,fosforamiditova aminoskupina®“, jak se zde pouziva, oznaduje
aminoskupinu, -NR*R’, navézanou na atom fosforu z fosforamiditové skupiny,
a termin ,fosforamiditovy dusik“ oznauje atom dusiku z fosforamiditové
aminoskupiny.

Terminy ,sterické branéni/chranéni“, ,stericky branény/chranény“ a
podobné, jak se zde pouZivaji, oznaduji udinek ,objemnych® skupin na
chemickou reaktivitu, napt. Morrison a Boyd, Organic Chemistry, str. 603

(Allyn a Bacon, Boston, 1978).

Detailni popis vynalezu:

Vynalez je veden na metodu syntézy, v pevné fazi, oligonukleotid
N3'—P5" fosforamidatl, v nichz probiha spojovéani fosforamiditovych
monomerd na volnou aminoskupinu ristového fetézce pfes vyménu
fosforamiditové aminoskupiny monomeru s volnou 3 aminoskupinou ristového

fetézce. Vyhodné jsou oligonukleotid N3'—P5’ fosforamidaty




kde: B je purin nebo pyrimidin nebo jejich analog; X je chalkogen, vyhodné
kyslik nebo sira, a je§t& vyhodnéji kyslik; R® je vodik, fluor nebo hydroxyl,
pifednostné vodik; R® je aminoskupina nebo hydroxyl; Z je vodik nebo
kationtovy protiion, jako je alkalického kovu, aminovy kation jako je
amonium, triethylamonium nebo podobné. Vyhodng je n v rozmezi od 1 do
nékolika set; vyhodn&ji n je v rozmezi od asi 1 do asi 50; a nejvyhodnéji n je v
rozmezi od 1 do 30.

Vyhodn& maji oligo-2'-fluornukleotid N3'—»P5" fosforamidaty podle
vynalezu délku mezi 2 a 30 nukleotidy. Vyhodné&ji délky mezi 8 a 25
nukleotidy; a nejvyhodné&ji jsou mezi 8 a 20 nukleotidy délky.

Jak bylo zminé&no vySe, zahrnuji obecné kroky postupu (a) poskytnuti
prvniho nukleosidu navazaného na nosi¢ z pevné faze, prvni nukleosid ma
chran&nou 3 -aminoskupinu; (b) odebrani chranici skupiny z chranéné 3°-
aminoskupiny na formu volné 3 -aminoskupiny; (¢) reakci volné 3'-
aminoskupiny s 3’-chran&nym aminonukleosid-5'-fosforamiditovym
monomerem za vzniku internukleosidové N3'—P5’ fosforamiditové vazby; (d)
oxidaci uvedené vazby; a (e) opakovani kroki  (b) az (d), az je syntetizovan
pozadovany oligonukleotid N3'—>P5" fosforamidat.

Atkoliv vyménna reakce aminu podle vynalezu zavisi na reverzibilni
rovnovaze mezi reaktanty a produkty (znazornéno dale v rovnicich 1a a 1b) -
na rozdil od v&tSiny pojeti syntéz oligonukleotidd v pevné fazi, které zahrnuji

nevratné sludovaci kroky, uvaZovany navod pro provadéni vybérl




tykajicich se podminek slu¢ovani, chranicich skupin, nosi¢d, kterymi je pevna
faze, spojovacich skupin, &inidel odebirajicich chranici skupiny, &inidel pro
odSté€peni produktl z pevnych nosicl, purifikace produktu a podobnych ve
spojeni s pfedloZzenym vynalezem lze nalézt v literatufe, jako Gait, vydavatel,
Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach (IRL, Press, Oxford, 1984);
Amarnath a Broom,‘ Chemical Reviews, Vol. 77, str. 183-217 (1977); Pon a
kol., Biotechniques, Vol.6. str. 768-775 (1988); Ohtsuka a kol., Nucleic Acids
Research, Vol 10, str. 6553-6570 (1982); Eckstein, vydavatel (citovany vyse),
Greene a Wuts (citovani vySe), Narang, vydavatel, Synthesis and Applications
of DNA and RNA (Academic Press, New York, 1987), Beaucage a Iyer

(citovani vySe) a podobnych odkazech.
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Ve vynalezu lze pouzit Siroké fady nosi€d s pevnou fazi, vietné
mikrocgastic vyrobenych ze skla s regulovanymi pory (CPG), vysoce zesiténého
polystyrenu, akrylovych kopolymeri, celulozy, nylonu, dextranu, latexu,
polyakroleinu a podobnych , popsanych v nasledujich ptikladnych odkazech:
Meth.Enzymol.,sekce A, str.11-147, vol. 44 (Academic Press, New York,




1976); americké patenty US 4 678 814; 4 413 070; a 4 046720; a Pon ,
kapitola 19 v Agrawal, vydavatel, Methods in Molecular Biology,

Vol. 20, (Humana Press, Totowa, NJ, 1993). Noside dale zahrnuji
polystyrenové perli¢ky; polystyren roubovany s polyethylenglykolem (napt.
TentaGel™, Rapp Polymere, Tubingen, Némecko); a podobné. Vybér z
charakteristik nosice, jako je material, porozita, velikost, tvar a podobné, a
pouzity typ vazebné &asti, zavisi na fadé& faktorQ, jako jsou pouZité chranici
skupiny, délka vysledného produktu, mnoZstvi vysledného produktu a podobné.
Ptikladové vazebné &asti jsou popsany v Pon a kol, Biotechniques, 6:768-775
(1988); Webb, americky patent US 4 659 774; Barany a kol., Mezinarodni
patentova prihlaska PCT/US91/06103; Brown a kol., Chem. Soc. Commun.,
1989: 891-893; Damba a kol, Nucleic Acids Research, 18: 3813-3821 (1990);
Beattie a kol., Clinical Chemistry, 39; 719-722 (1993); Maskos a Southern,
Nucleic acids Research, 20: 1679-1684 (1992); a podobné.

Vyhodnymi pevnymi nosi¢i pro pouZiti podle pfedloZeného vynalezu
jsou CPG a polystyren roubovany polyethylenglykolem a vykazujici koncové
aminoskupiny (jako TenaGel-NH,®, Rapp Polymere, Tubingen N&mecko).
Aminopropylova skupina je preferovanym spacerem mezi CPG a nukleosidovou
vazbou. Preferovanou vazbou na 5'-hydroxyl z prvniho nukleosidu je
sukcinylova skupina, ktera poskytuje bazicky nestalou esterovou vazbu, ktera
se typicky Stépi po syntéze s vodnym ammoniem.

Monomery podle vynalezu zahrnuji 2"-fluor-3'-chranéné
aminonukleosid-5'-fosforamidaty, 2'-deoxy-3 '-chranéné aminonukleosid-5'-
fosforamidaty, 2'-chranéné-3’-chranéné aminoribonukleosid -5'-fosforamidaty,
a jejich 3’-chrané&né-3'-hydroxylové protistrany. Vyhodné jsou monomery

podle vynalezu definovany vzorcem:




kde B, W, R', R’, R* a R’ jsou definovany vy3e.

Vyhodné&ji je -NR*R’ stericky chranéna aminoskupina, ktera mize
sestavat z nasledujicich vyhodnych provedeni:

Za prvé, R* a R’ samostatné jsou alkyl, aralkyl, cykloalkyl nebo
cykloalkylalkyl, kde R* a R’ maji dohromady celkové od 6 do 20 atomi
uhliku. Je$té vyhodnéji R* a R’ samostatné jsou alkyl majici od 1 do 8 atomd
uhliku. P¥i dal$im vyhodném provedeni, R* a R®, pokud se vezmou samostatng,
jsou isopropyl, sek.butyl, isobutyl, t.butyl, cyklohexyl, nebo 2-ethylhexyl.
Nejvyhodn&ji, vzaty samostatné R* je isopropyl, zatimco R’ je t.butyl.

Za druhé, R* a R’ vzaty dohrorpady mohou tvofit alkylenovy fetézec
obsahujici do 12 atom uhliku v zékladnim fetézci a celkov€ od 4 do 20
atomud uhliku s obéma koncovymi valenénimi vazbami uvedeného fetézce
navazanymi na atom dusiku, na n&j% jsou navazany R* a R’. V dal3im
vyhodném provedeni R* a R’ vzaty dohromady tvoti alkylenovy fetézec
obsahujici do 6 atomt uhliku v zakladnim fetézci a celkové od 4 do 12 atomu
uhliku s ob&ma koncovymi valenénimi vazbami uvedeného fetézce navazanymi
na atom dusiku, na n&j% jsou naviazany R* a R®.

Za tieti, R* a R’ vzaty dohromady a s dusikem, na né&jZ jsou navazany,
tvoii nasyceny heterocykl s dusikem, ktery ma do 10 atomd uhliku nebo
heteroatomu v zakladnim Fetézci a celkové od 4 do 20 atomi uhliku nebo
heteroatomt spole&ng, tak, ¢ R* a R’ vzaty dohromady a s dusikem, na ngjz
jsou navazany, obsahuji do tfi heteroatomd vybranych ze skupiny sestavajici z
dusiku, kysliku a siry. V dal§im vyhodném provedeni, R* a R’ vzaty dohromady
a s dusikem, na né&jZ jsou navazany, tvoii nasyceny heterocykl s dusikem, ktery
ma do 10 uhlikovych atomt a az tfi dalsi heteroatomy vybrané ze skupiny
sestavajici z dusiku, kysliku a siry. Je§té vyhodnéi, R* a R’ vzaty dohromady a
s dusikem, na néjZ jsou navazany, jsou pyrrolidino-, morfolino-,
tetramethylguanidinyl nebo piperidino-. Je§té vyhodn&ji, R* a R® vzaty
dohromady a s dusikem, na né&jZ jsou navazany, jsou dimethylpiperidinyl,
pyrrolidinyl, dimethylmorfolino-, tetramethylmorfolino-, dimethylpyrrolidinyl,
tetramethylpyrrolidinyl nebo tetramethylpiperidinyl. Je§té vyhodnéji, R* a R’




vzaty dohromady a s dusikem, na néjZz jsou navazany, jsou 2,2,6,6-

tetramethylpiperidinyl,

2,6-dimethylpiperidinyl, nebo 2,5-dimethylpyrrolidinyl. Nejvyhodnégji, R* a R’
vzaty dohromady a s dusikem, na né&jz jsou navazany, je 2,2,6,6-
tetramethylpiperidinyl.

Monomery pro pouziti v postupu jsou vyhodné 2’'-deoxy-3'-chranéné
aminonukleosid-5'-fosforamidity. V dalSim V)'Ihodném provedeni ma
fosforamiditova aminoskupina pKa alespofi 10,0. Je§té vyhodnéji je
fosforamiditovad aminoskupina vybrana tak, Ze tetrazolova aktivacni
rovnovazna konstanta K,, jak je definovana dale, a jak je méfena v pfikladu 9,
je vy§§i nez 10 M™'. TJe§té vyhodné&ji je rovnovazna konstanta vyssi nez 100 M~
' a nejvyhodnéji je rovnovazna konstanta vy$si nez 1000 M.

Tetrazolova aktivaéni rovnovazna konstanta K; je definovana takto:

[Tetrazolidylamidit] [R,NH, tetrazolid’]

K, = [Tetrazol]* [monomer amidit]

kde [Tetrazolidylamidit] je rovnovazna koncentrace meziproduktu
tetrazolidylamiditu, [Tetrazol] je rovnovazna koncentrace tetrazolu, [monomer
amidit] je rovnovazna koncentrace fosforamiditového monomeru, a

[R,NH, tetrazolid’] je rovnovazna koncentrace tetrazolidové soli aminové
odstupujici skupiny fosforamiditového monomeru.

Vyhodn& je 3'-aminochranici skupina monomeru, R* v kyseling labilni
skupina, jako je trifenylmethyl (jako trityl), p-anisyldifenylmethyl (jako
monomethoxytrityl nebo MMT), di-p-anisylfenylmethyl (jako dimethoxytrityl
nebo DMT), nebo kysele labilni urethan . Nejvyhodné&ji je 3'-aminochranici
skupinou trifenylmethyl. Tyto chranici skupiny se odebiraji zpracovanim s
roztoky kyselin, nejvyhodnéji s roztokem 3% kyseliny dichloroctové v
methylenchloridu. Obdobné, 3'-hydroxylovou chranici skupinou monomeru, R,
je kysele labilni skupina, jako je trityl, MMT, DMT nebo urethan. Nejvyhodné&ji
3’-hydroxylovou chranici skupinou je DMT.




Jak se zde pouziva, termin ,, volna aminoskupina“ v odkazu na

monomery podle vynalezu oznaduje aminoskupinu schopnou reagovat s

fosforamiditovou skupinou vstupujiciho monomeru. Vyhodng je volnou
aminoskupinou primarni amin. Po kroku detritylace je obvykle aminoskupina
ve form& své soli s konjugatem kyseliny, pouZité pro detritylaci. Tato sil maze
byt vyhodné neutralizovana zasaditym roztokem, jako je 2% triethylamin nebo
pyridin v acetonitrilu, po detrityladnim kroku.

Krok slu€ovéani podle vynalezu se mize provadét v teplotnim rozmezi -
20 az 200 stuptii Celsia. Vyhodné&ji se reakce provadi pfi teploté okoli ( asi 15-
30 stupnii Celsia). Reakce se uskuteéfiuje pfidanim roztoku fosforamiditového
monomeru a roztoku aktivatoru (nebo roztoku obsahujiciho fosforamiditovy
monomer a aktivator) do reakéni nédoby obsahujici volnou aminoskupinu
(oligo)nukleotidu kovalentn& vazanou na pevny nosi¢. Obvykle jsou aktivatory
podle vynalezu nukleofilni katalyzatory, které nahradi stabilné&;si
fosforamiditovou aminoskupinu za vzniku vysoce reaktivniho ( a mnohem méné
stabilniho) meziproduktu, ktery, dale, reaguje s volnou 3’- aminoskupinou
pevného neseného oligonukleotid N3'—P5" fosforamiditu. Smés se potom misi
postupy, jako jsou mechanické vifeni, kropeni inertnim plynem a pod.
Obdobné roztok (y) monomeru a aktivitoru mohou byt ptipraveny tak, aby
protékaly reakéni nddobou (nebo kolonou) obsahujici pevny neseny
(oligo)nukleotid s volnou 3'-aminoskupinou. Monomer a aktivator bud* mohou
byt pfedsmiseny, michany ve ventilovém bloku vhodného syntetizéru, michany
v pfedaktivaéni nadobé& a , pokud je to Zadouci, pfednastaveny do rovnovahy,
nebo se mohou pfidavat samostatné do reakeni nadoby.

Ptiklady aktivatord pro pouziti podle vynalezu jsou tetrazol, 5-
(ethylthio)tetrazol, 5-(4-nitrofenyl)tetrazol, 5-(2-thiofen)tetrazol, triazol,
pyridinium chlorid a podobné, viz napt. Beaucage a Iyer (citovani vyse);
Berner a kol., Nucleic Acids Research, 17:853-864 (1989); Benson, Chem.Rev.
41:1-61 (1947). Termin ,tetrazolovy aktivator®, jak se zde pouziva, oznaduje
aktivatory, kterymi jsou tetrazol nebo derivaty tetrazolu. Nejvyhodnéj§im
aktivatorem je tetrazol. Vyhodnymi rozpoust&dly jsou acetonitril,

tetrahydrofuran, methylenchlorid a podobné. Piednost se dava acetonitrilu.

-



Velké opatrnosti by mélo byt dbano pfi pouZiti velmi suchého (bezvodého)

monomeru, aktivdtoru a rozpou§tédla pro krok slu¢ovani a u

rozpoustédla pouzifého k promyti pevného nosice bezprostiedns pied
slu€ovanim.

Vybér monomeru ( konkrétné vybér fosforamiditové aminoskupiny)
zavisi na pouziti. Obecné, pro udely vyzkumu (0,01-10 umol) fosforamidat
oligonukleotidové syntézy pouzitim komeriné& dostupnych DNA syntézeri,
jako je ABI Model 394, je vhodné pouZit monomer, ktery je relativné stabilni a
relativné méné reaktivni (jak je definovidno rovnovaZnou konstantou K, vide
supra), tak, Ze roztok miZe odchazet ze zafizeni pro vicenasobnou syntézu v
obdobi tydnt. Dal§im divodem pro upiednostnéni méné reaktivniho
monomeru pro toto pouZiti je fakt, Ze zafizeni tohoto typu nejsou  typicky
urCena na minimalni objem pouZitého reagens. Ve skuteénosti, jelikoZ se pti
syntézach ve vyzkumném métitku typicky pracuje v uréitém piebytku
tekouciho roztoku monomeru reakéni nadobou (kolonou), odebiraji se n&které
rozpustné produkty z kolony (a tedy z rovnovazného stavu), a takto
napomahaji fizeni rovnovahy do ukon&eni. Také cena monomeru, pouzita v
tomto méfitku, mlze byt relativné méné dileZita neZ jiné faktory (jako je
cena laboratofe, smlouvy a pod.). Obvykle pokud se pouziji méné reaktivni
monomery (jako diisopropylaminofosforamidity), je tfeba pouzit relativné velké
piebytky monomeru (10-50) ve srovnani s volnou aminoskupinou, a je potieba
pouzit velké pfebytky aktivatoru k dosaZeni poZadovanych reakénich
rychlosti a konverzi (vytéZku).

K minimalizaci mnozstvi (poftu ekvivalentl) monomeru potfebného k
zajiSténi pozadovaného vytézku reakce, zejména pfi pouziti relativné ménég
reaktivniho monomeru a 'provédéni syntézy v malém méfitku, jak je uvedeno
vySe, je velice vhodné provadét sluCovaci a oxida&ni kroky dvakrat, pouZitim
niZ8i koncentrace (a méné ekvivalentl) monomeru v kazdém ze dvou
sluCovacich krokd. To je proto, nebot reakce sluéovani je zvratna rovnovaZzna
reakce ( znazornéna v rovnicich la a 1b). Pii pouZiti tohoto postupu nejprvé
probiha slu¢ovani v cyklu pouzitim trochu mensich mnoZstvi monomeru a

rovnovazna koncentrace pozadované fosforamiditové vazby, ktera se tvoii za




téchto podminek, je potom ,zamkne® jako fosforamidat uskutedn&nim

prvniho oxidaéniho kroku cyklu. Potom

prob&hne druhy slucovaci krok, opét s relativné malymi mnoZstvimi monoméru,
a nasleduje druhy oxida¢ni krok. Pouzitim tohoto postupu je potieba celkové
méné monomerld k ziskani pozadovaného vytézku, neZ kdyZ se pouzije
vSechen monomer v jediném sludovani.

Ekonomie pfi vyrobé ve velkém métfitku vyzaduje, aby bylo mnoZstvi
(pocet ekvivalentli) pouzitého monomeru minimalizovano. V tomto vynalezu
se obvykle cena monomeru stava vét§im procentickym dilem z celkovych
nakladt, nebot cena prace a nékteré dal$i naklady se nezvySuji linedrné s
rozsahem syntézy. Kromé toho oligonukleotidové syntetizéry v rozsahlém
meéfitku obvykle pracuji vsadkovym zpisobem spiSe nez prutokovym postupem,
ktery l1ze b&Zzné nalézt u syntéz ve vyzkumném méfitku, nebot technika fizeni
reakce k uplnému ukonceni odebiranim rozpustnych produktd z nadoby neni
prakticka. V tomto vynalezu je nezbytné vybrat monomer, ktery je relativné
vice reaktivni ( jak je definovano konstantou K, viz svrchu). Tyto monomery
obvykle maji fosforamiditové aminoskupiny, které jsou relativné zasaditéjsi
a/nebo vice stericky branéné. PouZiti takto reaktivnich monomert umoziuje
pouziti niz§ich koncentraci aktivatoru pro dosazeni pfiméfenych reak&nich
rychlosti. Tyto niz$i koncentrace aktivatoru napomahaji branit zvratné reakci
pozadovaného produktu s aktivatorem za vzniku aktivovaného meziproduktu
(rovnice 1b). Z téchto divodl jsou pozadovany vyrazné niz§i mnozstvi
monomeru (rovnice 1-5). Obecné je velmi dulezité pouzit monomer nejvyssi
¢istoty.

Po kroku sludovani je ziskana fosforamiditova vazba oxidovana
(sulfurovana) za vzniku stabilné€ chranéné fosforamidatové
(fosforthioamidatové) vazby. Krok oxidace se muzZe provadét bezprostfedné po
vypusténi sluCovaciho roztoku z reakéni nadoby, nebo s mezitim promytym
rozpoustédlem. Jelikoz mize byt fosforamiditova vazba za p¥itomnosti
tetrazolu hydrolyzovana, promyvaci roztok je pfednostné velmi suchy a/nebo

zasadity. Pokud neni promyvaci krok pouzit, je oxidaéni roztok pfednostné
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zasadity a/nebo velmi suchy, nebo je oxidaéni &inidlo vybrano tak, e je
dostate¢né reaktivni k asp&nému konkurovani hydrolyze.
Oxidaéni ¢inidla, ktera jsou vhodna v postupu podle vynalezu, zahrnuji

jod, chlor, brom, perkyseliny jako kyselinu m-chlorbenzoovou,

hydroperoxidy jako je t.butylhydroperoxid, ethylhydroperoxid,
methylhydroperoxid a podobné, ozon, smésné acyl-sulfinové anhydridy jako je
3H-2,1-benzoxathiolan-3-on-1-oxid, soli persulfat jako je sodny, amonny a
persulfat tetrabutylamonny a podobné, monoperoxysulfaty jako je oxon™,
sodny a/nebo jiné chlornany, peroxidy, jako je diethylperoxid nebo
bis(trimethylsilyl)peroxid, nebo peroxid vodiku nebo nevodné ekvivalenty
peroxidu vodiku jako je komplex mocovina/peroxid vodiku, atd. Dalsi vhodna
oxida¢ni ¢inidla, ktera mohou byt pouzita ke konverzi fosforu (III) na fosfor
(V), jsou popsana v Beaucage a Iyer (citovani vyse). Sulfura&ni &inidla pro
pouZiti podle vynalezu zahrnuji elementéarni siru, thiuram-disulfidy, jako je
tetraethylthiuram disulfid, acyldisulfidy, jako je fenacyldisulfid, fosfinothioyl-
disulfidy, jako je S-Tetra ™ a 1,1-dioxo-3H-1,2-benzodithiol-3-on. Pro
pouziti podle prfedloZeného vynalezu se jako oxidadnimu &inidlu dava
pfednost peroxidu vodiku. Vyhodnym provedenim je pouziti roztoku 1,5%
peroxidu vodiku, 3,5% vody, 20% pyridinu a 75% THF.

V jednom provedeni vynalezu miZe byt nezreagovana 3 -aminoskupina,
zustavajici po (poslednim) oxidadnim kroku v cyklu, piekryta vhodnym
piekryvacim <¢inidlem pfedtim, neZ je dalsi krok detritylace u&ini inertnimi k
nasledujicim krokim sluovani. Tento krok pfekryti nejenom zlepsuje HPLC
vytéZzek produktu, pravdépodobné tim, Ze eliminuje nezreagované 3 -
aminoskupiny soupefici v udrZeni rovnovazného stavu. Piekryvaci &inidla
vhodna v postupu podle vynalezu zahrnuji elektrofilni reagens, takova, jako
je acetanhydrid a anhydrid kyseliny isomaselné, a chloridy kyselin, jako je
adamantylkarbonylchlorid, pivaoylchlorid a podobné, isothiokyanaty,
chlorformiaty atd. Také jsou vhodné fosforamidity ve spojeni s aktivatorem s

naslednou oxidaci, a H-fosfonatové soli jako je isopropyl-H-fosfonat




triethylamonny pouZivany ve spojeni s chloridem kyseliny, jako Je pivaoyl
chlorid nebo adamantylkarbonylchlorid.

3’-Aminochranici skupiny v monomeru, jako je trityl, &ini aminoskupinu
méné reaktivni s fosforamiditovou skupinou monomerd a piekryvacimi &inidly.

Tato ochrana v3ak neni uplna, jako je to v ptipadé s

obdobné& chranénou 5'-hydroxylovou skupinou v b&Znych syntézach
fosfodiesterd. Z tohoto diivodu se dava pfednost trochu méné reaktivnimu
pfekryvacimu &inidlu, jako je anhydrid kyseliny isobutylmaselné, pied
acetanhydridem, nejéast&ji pouZivanym v fosfodiesterovych syntézach. Muze
se pouZzit bud anhygirid kyseliny isobutylmaselné, nebo acetanhydrid jako
roztok 1:1:8 anhydridu:lutidinu: tetrahydrofuranu (objemové), a pouzit v
dilech odpovidajicich roztoku l-methylimidazolu v tetrahydrofuranu, jak je
dodavan PE Applied Biosystems (Foster City, CA).

Oligonukleotid se od3tépi z pevného nosiée a odstrani se z n&j chranici
skupiny po ukoné&eni sestaveni fetézce pouzitim vodného amoniaku nebo jinych
prostfedkil, jak jsou popsany v referencich citovanych vyse. Oligonukleotidy
mohou byt odSté€peny z nosile se svou nedotéenou koncovou amino-chran&nou
skupinou (nebo v nékterych ptipadech hydroxyl- chran&nou skupinou) . To je
Zadouci v téch situacich, kdy se pouzije tritylova nebo jina chranici skupina
jako pomocna pfi purifikaci, jako je HPLC s reverzni fazi nebo intové-
vyménna HPLC. Nicméné, pokud se pouziji tritylové chranici skupiny a jsou
odebrany zpracovanim kyselinou po od3tépeni z nosice, odstranénim
chranéni a purifikaci, potom je velka snaha nechran&nych fosforamidatovych
vazeb podrobit se nezadoucimu §t&peni. Proto je tfeba dbat v tomto kroku
velké opatrnosti.

Obdobné Ize odebrat koncové amino-chranici skupiny (jako je trityl)
kyselinou pfed od3tépenim z nosie. V tomto pfipadé jsou fosforamidatové
vazby stale jeSté chranény a fragmentaci je zabranéno . Potom se
oligonukleotid od§tépi z nosife, odebere se chranici skupina, jak je popsano
vySe. Fosforamidatovy oligonukleotid mdZe byt purifikovan iontové-vyménnou

HPLC, HPLC se reverzni fazi, nebo jinymi prostfedky.
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Priklady provedeni:

Priklad 1
Pfiprava 2°-deoxy-3 -tritylaminothymidin-5'-fosforamiditovych monomerd

Syntéza 3 '-(trityl)amino-3'-dé‘oxythymidin-S'-(2-kyanoethy1 N,N-
diisopropyl)fosforamiditu, 4t je uvedena ve schematu I. 3"-Azido-5"-0-(4-
methoxybenzoyl)-3'-deoxythymidin, 1t, byl syntetizovan postupem podle
Czernecki a Valery, Synthesis, 1991:239.

Schema I
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3’~(Trityl)amino-5"-(4-methoxybenzoyl)-3 '-deoxythymidin, 2t. 3 '-Azido-
5'-0-(4-methoxybenzoyl)-3'-deoxythymidin, 1t, (10,0 g, 24,9 mmol) se
rozpusti v ethanolu (500 ml) a redukuje se hydrogenaci (60 psi H,)(asi 413
kPa) za ptitomnosti 10% Pd/C (1,0 g) po 16 h. Nasleduje odebrani
katalyzatoru filtraci a odpafeni rozpou§tédla ve vakuu, ziska se 92% vytézek

(8,6 g, 22,9 mmol) odpovidajiciho 3'-aminu, ktery se odebira ptimo

pro dal§i reakci. 5°-(4-Methoxybenzoyl)-3'-amino-3"deoxythymidin (8,6 g,
22,9 mmol) se azeotropicky oddéli z pyridinu (2 x 50 ml) a rozpusti se v
bezvodém pyridinu (50 ml). Do tohoto roztoku se ptida triethylamin (6,71 ml,
48,1 mmol) a tritylchlorid (7,0 g, 25,2 mmol). Tato smés se micha po 2 h pfi
teploté okoli, a pfida se dal§i podil tritylchloridu (1,9 g, 6,9 mmol) a reak&ni
smés se micha po dalsi 2 hodiny. Rozpoust&dla se ve vakuu odstrani a surovy
produkt se purifikuje na silice (2-5 % MeOH/CH,Cl,) za ziskani 90% vytézku
(12,7 g, 20,6 mmol) 3’-(trityl)amino-5'-(4-methoxybenzoyl)-3'-
deoxythymidinu, 2t. '

3’-(Trityl)amino-3"-deoxythymidinu, 3t. 5'-O-anisoyl chranici skupina
se odebere rozpus§ténim 2t (30,1 g, 48,7 mmol v 57:43 1,4-dioxanu/MeOH
(150 ml), nasledovanym pfidavkem 2 M vodného NaOH (73,1 ml, 146,2
mmol). Po michéani po 1,5 h pfi teploté okoli se reak&ni smés neutralizuje
kationtovou iontovyménnou pryskyfici Dowex 50W-X8 (cca 150 g suché
pyridiniové H'formy, 1,6 mekv./g). Jakmile je pH neutralni (cca 10 min.),
pryskyfice se zfiltruje, promyje se dikladné CH,Cl, a MeOH a surovy produkt
se koncentruje ve vakuu. Zbytek se op&tovné rozpusti v EtOAc (500 ml) a
extrahuje se nasycenym vodnym NaHCO; (2 x 250 ml), H,O (250 ml) a
nasycenym vodnym NaCl (250 ml). Po usu$eni nad Na,SO, a filtraci se
rozpoustédla odstrani ve vakuu a vysledna pé&na se op&tovné& rozpusti v 95:5
CH:Cl2/MeOH (300 ml). Tento roztok se pomalu pfidava do rychle michané
smési 1:1 Et,O/hexanu (1250 ml) k vysraZeni &istého 3’-(trityl)amino-3’-
deoxythymidinu, 3t, v 90% vytézku (21,2 g, 43,8 mmol). Konverze na
fosforamiditové monomery a/nebo sukcinylovany nukleosid je popsana v
pfikladech 5-7 dale.




Priklad 2

Pfiprava 2'-deoxv-3’—tritvlaminocvtidin-S'-fosforamiditovx'/ch monomery

Syntéza N* -benzoyl 3’-(trityl)amino-2",3"-dideoxycytidin-5"-(2-
kyanoethyl N, N-diisopropyl)fosforamiditu, 4c, je uvedena ve schematu II.
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3'-azido-S’-O-(terc.butyldimethylsilyl)—Z’,3'-dideoxyuridin, ldu. 2'-
Deoxyuridin (11,4 g, 50 mmol) se dikladn& ususi spole¢nym odpafovanim ve

vakuu s bezvodym DMF ( 2 x 100 ml). Potom se pfida DMF (100 ml),
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nasledovany trieth}‘flaminem (3,36 ml, 60 mmol), 4-dimethylaminopyridinem
(0,31 g, 2,5 mmol) a terc.butyldimethylsilylchloridem (8,29 g, 55,0 mmol).
Reaké&ni smés se micha po 1 h pfi teploté mistnosti, zfedi se dichlormethanem
(600 ml) a extrahuje se H,O (3 x 200 ml) a nasycenym vodnym NaCl (200 m]).
Organicka vrstva se su$i nad Na,SO,, zfiltruje se a koncentruje ve vakuu.
Vysledny zbytek se purifikuje na silice (2-10% MeOH/CH,Cl,) za vzniku 80%
vytézku (13,7 g, 40,0 mmol) 5°-0-(terc.butyldimethyisilyl)-2 -deoxyuridinu.
Ptidaji se trifenylfosfin (16,8 g,

64,0 mmol) a DMF (100 ml), a do michané smési se piidd roztok
diisopropylazodikarboxylatu (12,6 ml, 64,0 mmol) v DMF (20 ml). Po michani
2 h pfi teploté mistnosti se reakéni smés koncentruje ve vakuu na asi 30 ml a
nalije se do Et,0 (1200 ml). Pozadovany 2,3 -anhydro-5'-O-
(terc.butyldimethylsilyl)-2'-deoxyuridin zaéina s vysraZenim po 10 min
rychliého michani. Ziskana smé&s se ulozi ptfes noc do lednice, srazenina se
spoji filtraci, promyje se dal3im chladnym Et,0 ( 2 x 300 ml) a susi se ve
vakuu za ziskani 90% vytézku (11,7 g, 36,0 mmol) 2,3 -anhydro-5"-0-
(terc.butyldimethylsilyl)-2"-deoxyuridinu jako bilé pevné latky, ktera se dale
nepurifikuje. 2,3"-Anhydro-5'-O-(terc.butyldimethylsilyl)-2"-deoxyuridin (33,8
g, 104,2 mmol) potom reaguje s LiN; /7,65 g, 156,3 mmol) v DMF (300 ml)
pfi 95-100 °C po 48 h. Ziskana hn&da homogenni smé&s se potom ochladi na
teplotu mistnosti, koncentruje se ve vakuu na olej, rozpusti se v EtOAc (800
ml) a extrahuje se H,O (200 ml). Vodna vrstva se extrahuje dvojnasobné s
EtOAc (75 ml) a spojené organické vrstvy se promyji H,O (3 x250ml) a
jednou nasycenym vodnym NaCl (250 ml). Roztok EtOAc se sudi nad Na,SO,,
zfiltruje se a koncentruje ve vakuu za ziskani 87% vyt&zku (33,2 g, 90,3
mmol) 37-azido-5"-O-(terc.butyldimethylsilyl)-2",3 '-dideoxyuridinu, 1du, jako

hnédavé pény, ktera se odebird pfimo na hydrogenaci.

3'-(Trityl)amino-5"-O-(terc.butyldimethylsilyl)-2",3 -dideoxyuridin, 2du.
Surovy 1du (33,2 g, 90,3 mmol) se rozpusti ve 2:1 EtOH/CH,Cl, (300 ml) a
redukuje se hydrogenaci (60 psi H,, tedy kolem 413 kPa) za pfitomnosti 10%
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Pd/C (3,0 g) po 18 hodin. Naslednym odebranim katalyzatoru filtraci a
odpafenim rozpoustédla ve vakuu se zisk4 kvantitativni vytézek (30,4 g, 89.8
mmol) odpovidajiciho 3 -aminu, ktery se odebira pfimo do dalsi reakce. 5'-O-
(terc.butyldimethylsilyl)-3 -amino-2",3"-dideoxyuridin (30,4 g, 89,8 mmol) se
azeotg?picky oddéli z pyridinu (2 x 300 ml) a rozpusti se ve smé&si CH,Cl, (600
ml) a bezvodém pyridinu (70 ml). Do tohoto roztoku se ptida triethylamin
(25,0 ml, 179,6 mmol) a tritylchlorid (35,0 g, 125,7 mmol), a reak&ni smé&s se
micha po 2 h pfi okolni teploté . Rozpoustédla se odstrani ve vakuu a surovy

produkt se

purifikuje na silice (1 - 5 % MeOH/CH:Cl,) za ziskani 85% vytézku (44,3 g,
75,9 mmol) 3’'-(trityl)amino-5"-O-(terc.butyldimethylsilyl)-2",3"-
dideoxyuridinu, 2du.
N4-Benzoy1-3’-(trityl)amino-S'-O-(terc.butyldimethylsilyl)-?.',3'-
dideoxycytidin, 2¢.Triethylamin (22,5 ml, 161,1 mmol) se pfidava po kapkach
po dobu 10 min do michané smési 1,2,4-triazolu (11,1 g, 161,1 mmol) a
oxychloridu fosfore¢ného (3,5 ml, 37,1 mmol) v bezvodém acetonitrilu (125
ml) pfi 0 °C. Do této chladné michané smé&si se pfida 2du (9,4 g, 16,1 mmol)
Jako roztok v acetonitrilu (50 ml). Tato smé&s se micha pfi teploté mistnosti po
2 h, pfidaji se triethylamin (30 ml) a H,O (10 ml) ke zchlazeni reakce a
podpofe disoluce, a rozpoustédla se odeberou va vakuu. Vysledna hn&da pevna
latka se opétovn& rozpusti v CH,Cl» (250 ml), extrahuje se nasycenym vodnym
NaHCO; (3 x 150 ml), nasycenym vodnym NaCl, susi se nad Na,SO,, zfiltruje
se a koncentruje ve vakuu za ziskani kvantitativniho vytézku (10,2 g, 16,1
mmol) 3"-(trityl)amino-5'-O-(terc.butyldimethylsilyl)-2",3"-dideoxy-4-(1,2,4-
triazol-1-yl)uridinu jako naoranzovélé pevné latky. Surovy material se
rozpusti v 1,4-dioxanu (200 ml) a ochladi se, a pfida se koncentrovany
NH,OH (50 ml). Reakéni smés se micha pfi teploté mistnosti po 4 h a
koncentruje se ve vakuu za vzniku kvantitativniho vyt&zku (9,4 g, 16,1 mmol)
3’-(trityl)amino-5"-O-(terc.butyldimethylsilyl)-2",3"-dideoxycytidinu jako
béZové pevné latky. Tento surovy material se potom azeotropicky oddéli z

bezvodého pyridinu (2 x 200 ml), op&tovné se rozpusti v pyridinu (200 ml) a
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do tohoto michaného roztoku se pfida benzoylchlorid (2,2 ml, 19,3 mmol) pfi
0 °C. Reak&ni smés se potom micha pfi teploté mistnosti po 16 h, intenzivné se
ochladi na 0°C, chladi se H,O (40 ml) a po michani 5 min se ptida
koncentrovany amoniak (40 ml) a reakéni smé&s se micha po dalSich 15 min pti
0 °C. Rozpoustédla se odstrani ve vakuu, zbytek se op&tovné rozpusti v CH,Cl,
(125 ml) a extrahuje se nasycenym vodnym NaHCO; (3 x 75 ml), susi se nad
Na,SO,, zfiltruje se a koncentruje ve vakuu. Surovy material se purifikuje na
silice ( 1 - 5% MeOH/CH,Cl,) za ziskani 92% vytézku (10,2 g, 14,8 mmol)

N*-benzoyl-3-(trityl)amino-5"-0-(terc.butyldimethylsilyl)-2",3"-
dideoxycytidinu, 2c.

N*-Benzoyl-3 -(trityl)amino-2",3'-dideoxycytidin, 3¢. 5'-TBDMS
chranici skupina byla odebrana rozpusténim 2¢ (5,8 g, 8,5 mmol) v 1:1
CH,Cl,/pyridinu (25 ml) a reakci s Et;N 3HF (6,9 ml, 42,6 mmol) po 16 h.
Reakéni smés se ziedi CH,Cl, (200 ml) a extrahuje H,O (2 x 50 ml) a
nasycenym vodnym NaCl (50 ml). Organicka vrstva se su§i nad Na,SO,,
zfiltruje se a rozpoustédlo se odstrani ve vakuu. Surovy produkt se purifikuje
na silice (3% MeOH/CH,Cl,) za ziskani 75% vytézku (3,7 g, 6,4 mmol) N*-
benzoyl-3'-(trityl)amino-2",3"'-dideoxycytidinu, 3¢. Konverze na
fosforamiditové monomery a/nebo sukcinylovany nukleosid je popsana v

pfikladech 5-7 dale.

Priklad 3

Ptiprava 2’-deoxy-3 -tritylaminoguanosin-5 -fosforamiditovych monomerd

Syntéza NZ-isobutyryl-3’-(trityl)amino-2",3'-dideoxyguanosin-5"-(2-
kyanoethyl N, N-diisopropyl)fosforamiditu, 4g je uvedena ve schematu III. 5'-
O-benzoyl-N*-isobutyryl-2'-deoxyguanosin a 3'-O-benzoyl-N-isobutyryl-2'-
deoxyxyloguanosin se pfipravi, jak bylo uvedeno dfive, Reese a kol., J.Chem.
Soc.Perkin Trans.I, 1984:1263.
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5°-0-(terc.Butyldimethylsilyl)-N*-isobutyryl-3 "-azido-2 "3
dideoxyguanosin, 1g. Do michaného roztoku 3'-0-benzoyl-N*-isobutyryl-2'-
deoxyxyloguanosinu (4,86 g, 11,0 mmol) v DMF (20 ml) se ptida triethylamin
(3,4 ml, 24,2 mmol), 4-dimethylaminopyridin (54 mg, 0,44 mmol) a
terc.butyldimethylsilylchlorid (3,31 g, 22,0 mmol). Reak&ni smés se micha po 2
h pti teploté mistnosti, pfid4 se methanol (10 ml) a po michani dal3ich 5 min
se reakini smé&s koncentruje ve vakuu. Zbytek se opé&tovné rozpusti v CH,Cl,

(150 ml), promyje se H,0 (3 x 40 ml) a nasycenym

vodnym NaCl (60 ml). Organicka vrstva se sudi nad Na,SOy,, zfiltruje se a
koncentruje ve vakuu za vzniku 6,40 g nalervenale zbarvené pény. Do tohoto
surového produktu se pfida pfedchlazeny ( asi 5 °C) roztok 2M NaOH v
65:30:5 pyridinu:MeOH:H,0 (44,0 ml, 87,9 mmol). Reaké&ni smés se micha v
ledové lazni po 20 min a neutralizuje se 1 M HCI (97 ml) na pH 7. Reakéni
smés se koncentruje ve vakuu na asi 50 ml a extrahuje CH,Cl, (3 x 75 ml).
Spojené organické podily se promyji nasycenym vodnym NaCl (50 ml), susi se
nad NaSOq, zfiltruji se a koncentruji ve vakuu za zisku 82% vytézku (4,1 g,
9,1 mmol) 5'-O-(terc.butyldimethylsilyl)-N>-isobutyryl-2"-deoxyxyloguanosinu
jako piskové zbarvené pény, ktera se bere do dalsi

reakce bez dalsi purifikace. Do surového 5'-O-(terc.butyldimethylsilyl)-N2-
isobutyryl-2'-deoxyxyloguanosinu (47,3 g, 104,7 mmol) se pfida LiNs (15,4 g,
314,1 mmol), trifenylfosfin (41,2 g, 157,1 mmol) a bezvody DMF (1000 ml).
Diethylazodikarboxylat (24,7 ml, 157,1 mmol) se pfida a reak&ni smés se
michéa po dobu 5 h pfi teploté mistnosti pod argonem. Pfid4 se H,O (20 ml) a
reak¢ni smés se koncentruje ve vakuu. Zbytek se rozpusti v EtOAc (1500 ml),
promyje se vodou (3 x 1000 ml), nasycenym vodnym NaCl (1000 ml), susi se
nad Na,SO,, zfiltruje se a koncentruje ve vakuu. Zbytek se purifikuje na silice
(1-5% MeOH/CH,Cl,), adkoliv to umoZni > 100% vytézek (112,7 g) &istého
5'-0-(terc.butyldimethylsilyl)-N*-isobutyryl-3"-azido-2",3 "-dideoxyguanosinu,
1g. Tento znedistény produkt- neni dale purifikovan, a pfimo se odebira k

hydrogenaci a purifikuje se jako 3 -amin.




5 '—0-(terc.Butyldimethylsilyl)-NZ-isobutyryl-3 "-(trityl)amino-2",3"-
dideoxyguanosin, 2g. Surova sloudenina 1g (49,9 g, 104,7 mmol) se rozpusti v
(teplém) ethanolu (1600 ml) a hydrogenuje se (60 psi H,, tedy kolem 413 kPa)
za pritomnosti 10% Pd/C (2,5 kg) po 16 h pfi teploté mistnosti. Katalyzator se
odstrani filtraci a rozpoustédlo se odpaff ve vakuu za vzniku surového 5'-0-
(terc.butyldimethylsilyl)-Nz-isobutyry1—3'—amino-2',3’-dideoxyguanosinu, ktery
se purifikuje na silice (2-6% MeOH/CH,Cl, a potom 1% Et;N/6%
MeOH/CHCl>) za vzniku 60% vyt&zku (28,5 g, 63,2 mmol) &istého 5'-O-
(terc.butyldimethylsilyl)-N*-isobutyryl-3 -amino-2",3 ‘-dideoxyguanosinu jako
ne zcela bilé pény. 3'-Amin (28,5 g, 63,2 mmol) je

chranén reakci s triethylaminem (17,6 ml, 126,4 mmol) a tritylchloridem (28,2
g, 101,1 mmol) v pyridinu (500 ml) po 16 h pfi teplot€ mistnosti. Rozpoustédla
se odstrani ve vakuu a zbytek se purifikuje na silice (1-5% MeOH/CH,Cl,) za
zisku kvantitativniho vytézku (43,8 g, 63,2 mmol) 5'-0-

(terc. butyldimethylsilyl)-Nz-isobutyryl-3 ‘-(trityl)amino-2",3"-
dideoxyguanosinu, 2g.

Nz-Isobutyryl-3'-(trityl)amino-2',3'-dideoxyguanosin, 3g. 5'-TBDMS
chranici skupina se odstrani rozpu§ténim 2g (5,9 g, 8,5 mmol) v 1:1
CH:Cly/pyridinu (25 ml) a reakci s Et;N 3HF (6,9 ml, 42,6 mmol) po 16 h.
Reakéni smés se zfedi CH,Cl, (200 ml) a extrahuje se H,O (2 x 50 ml) a
nasycenym vodnym NaCl (50 ml). Organicka vrstva se susi nad Na,;S0y,
zfiltruje se a rozpoustédlo se odpaii va vakuu. Surovy produkt se purifikuje na
silice (2-5% MeOH/CH,Cl,) za vzniku 73% vytézku (3,6 g, 6,2 mmol) N*-
isobutyry1-3'-(trityl)amino-2’,3'-dideoxyguanosinu, 3g. Konverze na
fosforamiditové monomery a/nebo sukcinylovany nukleosid je popsana v
prikladech 5-7 dale.

Priklad 4

Pfiprava 2’-deoxv-3’-tritvlaminoadenosin-S'-fosforamiditov{/ch monomeru




LX) (X ] ae oee oo ee
L] * .
. . '3

® e re0 s

® - . .

a® eoeo e .2 LX) LX)

Syntéza Ns-benzoyl-3’-(trityl)amino-Z’,3’-dideoxyguanosin-S'-(2-
kyanoethyl N,N-diisopropyl)fosforamiditu, 4a je uvedena ve schematu IV N°-
benzoyl-9-(5-0-benzoyl-2-deoxy-B-D-threo-pentofuranosyl)adenin se
syntetizuje postupeﬁ podle Herdewijna, J.Org.Chem., 53:5050 (1988).
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5’-0-(Benzoyl)-N°®-benzoyl-3"-azido-2",3 -dideoxyadenosin, 1a. N°-
Benzoyl-9-(5-0-benzoyl-2-deoxy-B-D-threo-pentofuranosyl)adenin (7,0 g,
15,3 mmol), trifenylfosfin (6,0 g, 22,9 mmol) a LiN; (2,8 g, 56,4 mmol) se
rozpusti v DMF (100 ml). Do této michané smési se ptida
diethylazodikarboxylat (3,6 ml, 22,9 mmol) v jednom dilu, reak&ni smé&s se
micha 2,5 h pfi teploté mistnosti, a reak&ni smés se zchladi H,0 (10 ml).
Rozpoustédla se odstrani ve vakuu, zbytkovy olej se op&tovné rozpusti v
EtOAc (300 ml) a extrahuje H,O (2 x 200 ml) a nasycenym vodnym NaCl (200
ml). Organicka vrstva se sudi nad Na,SO,, zfiltruje se a | koncentruje ve vakuu.
Ziskany zbytkovy olej se purifikuje na SiO, (2-5% MeOH/CH,Cl,) za vzniku
5’-O-benzoyl-NG-bénzoyl-3'-azido-Z',3'-dideoxyadenosinu, 1a, jako jantarové
Zluté pény, ktera se odebira pfimo k hydrogenaci.

N6-Benzoy1-3’-(trityl)amino-Z’,3’-dideoxyadenosin, 3a. Surovy la

se rozpusti v 3.1 EtOH/CH,Cl, (200 ml) a redukuje se hydrogenaci (60

psi H,, tedy kolem 413 kPa) za piitomnosti 10% Pd/C (0,7 g) po 18 h.
Naslednym odstran&nim katalyzatoru filtraci a odpafenim rozpoustédla ve
vakuu se ziska 57% (4,0 g, 8,7 mmol) odpovidajiciho 3'-aminu, ktery se
odebira pfimo do dalsi reakce. 5'-O-(Benzoyl)-N°-benzoyl-3’-amino-2",3"-
dideoxyadenosin, (3,9 g, 8,5 mmol) se rozpusti v CH,Cl, (50 ml), pfida se
triethylamin (2,9 ml, 20,8 mmol), nasledovany ptfidavkem tritylchloridu (2,9 g,
10,2 mmol). Po michani po 1,5 h pfi teploté mistnosti se reakéni smés ziedi
CHCl, (50 ml) a extrahuje se H,O (2 x 50 ml) a nasycenym vodnym NaCl (50
ml). Organicka vrstva se sudi nad Na,So,, zfiltruje se a koncentruje ve vakuu
za vzniku surového 5'-O-benzoyl-N6-benzoyl-3'-(trityl)amino-Z',B'-
dideoxyadenosinu, ktery se odebira pfimo k hydrolyze 5'-benzoyl chranici
skupiny. Surovy 5'-O-benzoyl-Né-benzoyl-3'-(trityl)amino-Z',B'-
dideoxyadenosin, (asi 6.0 g, 8,5 mmol) se rozpusti v 1:1 THF/MeOH (100 ml)
a ochladi se na 0 °C. Do této smési se pfida pfedchlazeny 2 M vodny NaOH
(13,7 ml, 27,4 mmol) a reak&ni smé&s se micha p#i 0 °C po 20 min. Po této
dobé& se zda, ze reakce probéhla pouze z 50 %, proto se piida dalsi 2M vodny

NaOH (10,0 ml, 20 mmol). Po michani daldich 15 min pfi 0 °C se reakéni smés
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neutralizuje kationtové vyménou pryskyfici Dowex SO0W-X8 (asi 40 g formy H”
suchého pyridinium

1,6 mekv./g) na pH 6. Pryskyfice se zfiltruje a promyje se intenzivné MeOH a
THF, a rozpoustédla se odstrani ve vakuu. Zbytek se opétovné rozpusti v
CH,Cl, (300 ml) a extrahuje se H,O (150 ml), nasycenym vodnym NaHCO; (2
X 150 ml), H,O (150 ml) a nasycenym vodnym NaCl (150 ml). Po ususeni nad
Na;S0, se roztok zfiltruje a koncentruje ve vakuu. Zbytek se purifikuje na
Si0z (2-3% MeOH/CH;Cly) za zisku 71% vytézku (3,6 g, 6,0 mmol) N°-
benzoyl-3-(trityl)amino-2",3"-dideoxyadenosinu, 3a, jako bilé pény. Konverze
na fosforamiditové monomery a/nebo sukcinylovany nukleosid je popsana v
pfikladech 5-7 dale.

Priklad §

Ptiprava 3 '-(trityl)amino-2".3 '-dideoxynukleosid-5"-(2 -kvanoethyl N. N-

ditsopropyl)fosforamiditii, 4a, 4c, 4g a 4t.

Do 8,4 mmol j'-(trityl)amino-2',3'-dideoxynukleosidu (3a, 3¢, 3g nebo
3t) (pfedtim dvakrat azeotropovan z CH;CN) ve 25 ml CH,Cl, pod argonem se
pfidaji 2,0 ml (11,8 mmol) N,N-diisopropylethylenaminu a 2,1 ml (9,4 mmol)
2-kyanoethyl N,N-diisopropylchlorfosforamiditu. Po michani 15 min se reakéni
smeés ziedi CH,Cl, a extrahuje se nasycenym NaHCOs a nasycenym NaCl.
Organicka vrstva se sudi (Na,SOy,), zfiltruje se a koncentruje ve vakuu. N°-
benzoyl—3'—(trityl)amino-Z',3'~dideoxyadenosin-5'-(2-kyanoethyl N,N-
diisopropyl)fosforamidit, 4a, se purifikuje na SiO, (5% Et;N/2%
methanol/toluen), ktery poskytne 5,82 g (87,1 %) &istého fosforamiditu. >!P
NMR (CD;CN) & 148,6, 149,2. N*-Benzoyl-3'-(trityl)amino-2,3 -
dideoxycytidin-5'-(2-kyanoethyl N,N-diisopropyl) fosforamidit, 4c, se
purifikuje na Si0, (3% MeOH/5%Et;N/toluen) a poskytne 5,58 g (86,0%)
gistého produktu. *'P NMR (CD;CN) & 149,3, 149,6. N>-Isobutyryl-3'-
(trityl)amino-2",3"-dideoxyguanosin-5'-(2-kyanoethyl N,N-diisopropyl)
fosforamidit, 4g, se purifikuje pod argonem z 10 ml CH,Cl, v rychle michaném

ethyletheru (200 ml) a hexanu (200 ml) p#i 4 °C k odstranéni necistoty
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hydrogenfosfonamidatu, ktera v tomto pfipadé nemiZe byt odstranéna
chromatografii na kolon&. Pevna latka se zfiltruje, promyje se hexanem a susi
se ve vakuu. SraZeni se opakuje a

ziskana pevna latka se dale purifikuje na SiO, (10% Et;N/CH,Cl, ) a poskytne
4,51 g (69%) &istého produktu fosforamiditu. *'P NMR (CD3;CN) 8 148,7,
149,4. 3'-(Trityl)amino-2,3'-dideoxythymidin-5'-(2-kyanoethyl N,N-
diisopropyl) fosforamidit, 4t, se purifikuje na Si0; (2% Et;N/CH,Cl,) a
poskytne 4,06 g (70,7%) &istého fosforamiditu a n&kterych smésnych frakci.
*'P NMR (CD;CN) § 149,4, 149,5.

Priklad 6

Ptiprava 3 ’-(trityl)amino-2".3 '-dideoxvnukleosid—S -(2'-kvanoethyl-2.2 6 6-

tetramethylpiperidin)fosforamiditi, Sa, Sc, Sg a 5t.

Do 8,4 mmol 3’-(trityl)amino-2",3 -dideoxynukleosidu (3a, 3¢, 3g nebo
3t) (pfedtim dvakrat azeotropovan z CH;CN) ve 25 ml CH,Cl, pod argonem
ochlazeny na 4 °C se pfida 1,9 ml (12,6 mmol) DBU a 5,2 ml (8,4 mmol)

roztoku 2-kyanoethyl 2,2,6,6-tetramethylpiperidinchlorfosforamiditu v CH,Cl,
(konc.= 1,626 mmol/ml). Ledova lazeti se odstrani a roztok se micha po 30-60
min. Aby se zabranilo rozkladu, vede se surovy reakéni produkt ptimo na SiO,
kolonu (3% MeOH/5%Et;N/toluen pro 5a, Sc a 5t, a 10% Et;N/CH,Cl, pro 5g)
pro purifikaci. Ve viech ptipadech je daldi purifikace nezbytna, jak je uvedeno
pro kazdy produkt..NG-benzoyl-S'-(trityl)amino-Z’,3’-dideoxyadenosin-S'-(Z-
kyanoethyl 2,2,6,6-tetramethylpiperidin) fosforamidit, Sa, se purifikuje na SiO,
(3% MeOH/5%Et;N/toluen), ktery poskytne 5,21 g (74,3 % ¢&istého
fosforamiditu). *'P NMR (CD;CN) § 164,8, 165,4. N*-benzoyl-3'-
(trityl)amino-2",3"-dideoxycytidin-5'-(2-kyanoethyl 2,2,6,6-
tetramethylpiperidin) fosforamidit, Sc, se purifikuje na SiO, (3%
MeOH/5%Et;N/toluen), ktery poskytne 5,07 g (74,2 % &istého produktu a
nékterych smésnych frakci. *'P NMR (CD;CN) § 164,8, 165,7 . N>-Isobutyryl-
3’-(trityl)amino-2,3"-dideoxyguanosin-5'-(2-kyanoethyl 2,2,6,6-
tetramethylpiperidin) fosforamidit, 5g, se vysraZi ze 2 ml CH,Cl; v rychle
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michaném ethyletheru (40 ml) a hexanu (40 ml) pti 4 °C pod argonem k
odstranéni nedistoty hydrogenfosfonamidatu, ktera v tomto pfipadé nemize
byt odstranéna chromatografii na kolon&. Pevna latka se zfiltruje, promyje se
hexanem a sudi se ve vakuu. SraZeni se opakuje dvakrat a

ziskana pevna latka se dale purifikuje na SiO, (10% Et;N/CH,Cl, ) a poskytne
0,89 g (12,8%) éistého produktu fosforamiditu. 3'P NMR (CD3CN) 6 165,2,
165,5. 3"-(Trityl)amino-3"-deoxythymidin-5'-(2-kyanoethyl 2,2,6,6-
tetramethylpiperidin) fosforamidit, 5t, se purifikuje na SiO, (5%
MeOH/5%Et;N/toluen) a poskytne 3,33 g (54,8%) &istého fosforamiditu. *'P
NMR (CDCl;3) & 165,3, 166,1.

Priklad 7

Ptiprava 3 -(trityl)amino-2",3 '-dideoxynukleosid-5 -sukcinvyiati. 6a. 6¢c a 6t.

Do 1,5 mmol 3’-(trityl)amino-2',3"-dideoxynukleosidu (3t, 3¢, nebo 3a)
v 5 ml CH,Cl; se pfida 0,22 g (1,8 mmol) N,N-dimethylaminopyridinu a

potom 0,18 g (1,8 mmol) sukcinanhydridu. Po michani pti teploté mistnosti 1 h
se reakéni smés zchladi pfidavkem 0,6 ml methanolu, zfedéného s CH,Cl, a
extrahuje se chladnou 10% kyselinou citronovou, vodou a nasycenym vodnym
NaCl. Organicka vrstva se susi (Na,SOy,), filtruje se a koncentruje na pénu.
N6-Benzoyl-3'-(trityl)amino-2',3'-dideoxyadenosin-S'-sukcinylat, 6a. Vytézek
1.15 g (100%). N“—Benzoyl-3’-(trityl)amino-?.',3’-dideoxycytidin-S'-sukcinylat,
6¢. Vytézek 0,77 g (76,3%). 3’-(Trityl)amino-3'-deoxythymidin-5"-sukcinylat,
6t. Vytézek 0,82 g (94,0%).

Piiklad 8

Pfiprava 3’-(tritvl)amino-Z'.3’-dideonnukleosid-S’-sukcinvlem plnéného CPG

Do 1 mmolu 3’-(trityl)amino-2",3’-dideoxynukleosid-5'-sukcinylatu, (6a,
6¢c nebo 6t) a 0,13 g (0,95 mmol) 1-hydroxybenzotriazolu v 5 ml N-
methylpyrrolidonu a 5 ml DMSO se piida 0,35 ml ( 2,0 mmol) N,N-
diisopropylethylaminu a potom 0,36 g (0,95 mmol) 2-(1-H-benzotriazol-1-yl)-
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1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorfosfatu. Roztok se micha 5 min, pfida se
do 10,0 g aminopropyl-CPG, a vlozi se do tfepaky na 6 h. CPG se filtruje a
promyje se DMF, methanolem, a ethyletherem. Nezreagované aminoskupiny na
CPG se acetyluji pouzitim standardnich ABI pfekryvacich

roztokld po 30 min. Naneseni nukleosidu, stanovena trityl-testem pii 432 nm

ve 20% TFA/CHCI; pouzitim molarniho koeficientu extinkce 40,7 umol'l cm™,

byly 38,6 umol/g pro A, 33,6 umol/g pro C a 29,0 umol/g pro T.

Priklad 9

Meéfeni aktivaéni rovnovazné konstanty K, tetrazolu

Rovnovaha definovana rovnici 1 byla studovana rozpusténim N°®-benzoyl-
3’-(trityl)amino-3"-deoxyadenosin-5'-(2-kyanoethyl N,N-
diisopropyl)fosforamiditu, (4a. 56,1 mg, 65,2 umol) v 0,300 ml suchého
deuteroacetonitrilu a pfidanim 0,300 mi roztoku 0,5 M tetrazolu v acetonitrilu,
vie pod atmosferou argonu. Po 2 min bylo zaznamenano *'P-NMR spektrum,

zobrazené na obr.1.

Spektrum sestava z rezonanci odpovidajicich monomeru fosforamiditu
(143,07, 143,72 ppm) tetrazolidyl-amiditového meziproduktu (127,58 ppm),
hydrogenfosfonatu (10,24, 9,61 ppm) vzniklého z hydrolyzy nékterého z
monomerd (pfes meziprodukt tetrazolidyl amiditu), a minimalnich vedlejSich
reakci. Celek integraci téchto druhd byl posouzen jako shodny s vychozi
koncentraci fosforamiditu 0,0993 M, koncentrace pf1 rovnovaze byly vypo&teny
z relativnich integraci jednotlivych resonanci. Koncentrace druhu, které
neobsahuji fosfor, a tudiz se nevykazuji ve spektru, byly vypocteny
nasledujicim postupem. Koncentrace diisopropylammonium tetrazolidu pii
rovnovaze (0,0824 M) byla uvazovana jako odpovidajici vychozi koncentraci
(0,0993 M) minus rovnovazna koncentrace (0,0169 M) fosforamiditového
monomeru. Koncentrace tetrazolu pfi rovnovaze (0,0875 M) byla uvaZovana
jako odpovidajici vychozi koncentraci tetrazolu (0,2286 M) minus soudet

koncentrace tetrazolidylamiditového meziproduktu (0,0587 M) a koncentrace
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diisopropylamoniumtetrazolidu ((0,0824 M). Aktivaéni rovnovazna konstanta

K byla vypoé&tena nasledovné:

[Tetrazolidylamidit] [R,NH, tetrazolid’]

K,

[Tetrazol]* [monomer amidit]

(0,0587 M) (0,0824 M)

(0,0875 M)* (0,0169)

37,4 M!

Vyse uvedeny experiment se opakoval s pouZitim 3’-tritylaminothymidin-
5’-diisopropylaminofosforamiditového monomeru (4t) a K, bylo stanoveno na
56,2 M''. Experiment se opé€t opakoval s pouzitim 3'-tritylaminothymidin-5"-
tetramethylpiperidinylfosforamiditového monomeru (5t). *'P-NMR spektrum je

zobrazeno na obrazku 2.

Za podminek experimentu nebyl pfi rovnovaze detekovan Zadny
zbyvajici tetramethylpiperidinylfosforamiditovy monomer (ptedpokladano
165.3, 166,1 ppm). Monomer miZe byt detekovatelny nad hladinou spektra,
pokud je jeho koncentrace alespoii 0,19 mM. Z této informace lze vypocitat, Ze
K, musi byt pro tuto rovnovahu alespofi 5260 M, nebo 93 krat v&tsi, ne pro
diisopropylaminofosforamiditovy monomer. Experiment se opakoval jesté
jednou s pouzitim 3’-tritylaminothymidin-5"-(N-isopropyl-N-
t.butyl)fosforamiditového monomeru (4t). Jako v pfipadé
tetramethylpiperidinylfosforamiditového monomeru, nebyl tento monomer pfi

rovnovaze v *'P-NMR spektru detekovany.

Ptiklad 10
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Syntéza monomerd oligo-2'-deoxynukleosid N3’ —>P5’ fosforamidati pouzZitim

diisopropylaminofosforamidatovych monomerd v rozsahu 1-umol

Oligonukleotid N3'—>P5" fosforamidaty byly pfipraveny na ABI 392
DNA syntetizeru a v rozsahu 1-umol a purifikovany preparativni intové
vyménnou chromatografii. Syntéza se provadéla ve sméru 5'ke 3'(namisto
sméru od 3’k 5°, na ktery jsou naprogramovany komeréhé dostupné
syntetizery) pouzitim 1-pumolu 3’-(trityl)amino-2",3 '-dideoxynukleosid-5"-
sukcinylu neseného GPC v koloné&. 3’'-Tritylamino-5'-
diisopropylfosforamiditové monomery byly pfipraveny jako 0,1 M roztoky v
acetonitrilu; aktivaénim roztokem byl 0,5 M tetrazol v acetonitrilu (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA), detritylaénim roztokem byla 3% dichloroctova
kyselina (DCA) v dichlormethanu (DMC), a oxida&nim roztokem byl 0,1M jod
v roztoku tetrahydrofuranu/pyridinu/vodé&, 75/20/2, obj./obj./obj. (PE Applied
Biosystenis, Foster City, CA).

Oligonukleotid N3'—>P5" fosforamidaty byly syntetizovany pouZitim
repetitivniho cyklu syntézy sestavajiciho z detritylace nasledované interakei,
oxidaci, interakci, oxidaci. Detritylace 3 "-aminu na nosié vazaného nukleosidu
bylo dosazeno pouZzitim po 40 sekund toku 3% DCA/DCM pro nukleosidy G a

A, a 50 sekund pro nukleosidy T a C. Na nosi& navazany 3'-

aminonukleosid byl potom Sestkrat promyt proplachovaci kombinaci 10 sekund
pfivodu acetonitrilu / 5 sekund argonu. Interakce aminu s 5'-fosforamidit-3'-
tritylaminonukleosidem bylo dosaZeno pouzitim stfidavého pfivodu monomeru
plus tetrazolu a tetrazolu samotného do kolony po asi 10 sekund, nasledovany
Sminutovym poc¢kanim. Monomer byl vymyt z kolony argonem a
bezprostfedné byl pfidan jodovy roztok, nasledovaly 2 minuty se€kani. Po
ukon&eni oxidace byl nardstajici nosié, ktery vaze oligomer, promyt jedenkrat
20 sekund kombinaci pfivodu acetonitrilu /5 sekund pfivodu argonu, a p&tkrat
kombinaci 10 sekund pfivodu acetonitrilu / 5 sekund p¥ivodu argonu. Interakce
a oxidace se jednou opakovaly, nasledovalo promyvani pied detritylaci.
Pouzitim tohoto postupu je pouZito asi 15 ekvivalent monomeru (ve srovnani

s pivodnim nanesenim nukleosidu vazaného na nosi&) pro kazdy krok
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interakce; tudiz asi 30 ekvivalentG monomeru je pouZito pro kazdy cyklus
syntézy. |

Po ukondeni syntézy byl 3'-detritylovany oligonukleotid N3 —P5"
fosforamidat vazany na nosi¢ od$tépen, a zbaven bazické ochrany v
koncentrovaném vodném amoniaku pii 55 °C po 12 hodin. Roztok
rozStépeného a zbaveného chranici skupiny oligonukleotid N3 —P5’
fosforamidatu byl odebran z CPG a CPG byl promyt dvakrat 200 pl amonia.
Viechny prom)’rvaci‘ roztoky amoniaku byly spojeny, roztok byl pufrovan na
0,01M NaOH a amoniak byl odstranén ve vakuu. Po filtraci byl surovy
oligonukleotid purifikovan na preparativni aniontové vyménné koloné¢
(Pharmacia MonoQ 10/10), zbaven soli na Sephadexu G-25 (Pharmacia NAP-
5) a lyofilizovan.

Sekvence uvedené dale byly syntetizovany na ABI syntetizeru pouzitim
bud fosforamiditového aminového vyménného postupu podle vynalezu, nebo
feSenim podle Atherton-Todd oxidacni interakci, jak je napf. popsano v
Letsinger a kol., v patentu US 5 476 925. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3a
a 3b a zndzornény na obr. 3a a 3b, na kterych jsou zobrazeny chromatogramy
iontové vyménnych HPLC separaci dvou smésnych bazickych sekvenci

uvedenych v tabulce.

Sekvence' SEQ  Metoda Surovy x HPLC = Vytézkek
ID¢. OD Cistota (OD jednotky)
Tis 3 Amino-vyména 74 56% 41
Tis 3 Atherton-Todd 49 29% 14
Ays 4 Amino-vyména 101 39% 39
Ass 4 Atherton-Todd 86 8% 7

5-AACGAGTTGGGGCAT 5 Amino-vyména 96 42% 40
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5-TTCTCTCTCTA "6 Amino-vyména 71 62% 44

Sekvence syntetizované oxida¢ni sludovaci metodou podle Atherton-Todda maji 3'-
termindlni hydroxylovou skupinu, zatimco sekvence syntetizované metodou vymény aminu

maji 3'-termindlni aminoskupinu.

Prikiad 11
Syntéza oligo-2'-deoxynukleosid N3 '—P5 fosforamidati pouZitim

diisopropylaminofosforamiditovych monomerd v rozsahu 1-umolu : Srovnani

slu€ovani/oxidace se sluéovanim/oxidaci/sluéovanim/oxidaci

Vliv na vytézek produktu jednoho kroku sludovani /oxidace byl
porovnavan s vytézkem produktu pfi dvojitém kroku sluovani /oxidace
(slutovani/oxidace/sludovani/oxidace) nasledujicim zpasobem:

Sekvence 5'- AAC-ATG-GAG-AGC-GTC-3'(SEQ ID NO:7) byla
syntetizovana pouZitim diisopropylaminofosforamiditovych monomert
pouZitim postupu popsaného vy3e a porovnana s druhou syntézou, ktera byla
podobna té vyse, ale s nasledujicimi rozdily: 1) jedna sluovani/oxidace pouiité
na cyklus (namisto dvou) a 2) koncentrace roztoku monomeru byla 0,2 M

(namisto 0,1 M). TudiZ byly v experimentu jediného

sluCovani/oxidace pouzito kolem 30 ekvivalentli monomeru v kazdém cyklu
syntézy, zatimco v experimentu sludovani/oxidace/sludovani/oxidace bylo
pouZito kolem 15 ekvivalenti monomeru v kazdém ze dvou kroka sluéovani,
pro totéz celkové kolem 30 ekvivalentd monomeru na cyklus syntézy.
Vysledky, které jsou uvedeny dale, dokladaji zlepSenou G&innost pii pouziti 2 x

metody (slu¢ovani/oxidace)

Metoda Surovy HPLC = Vytézek
0D ¢istota (OD jednotky)
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Slucovani/oxidace 113 21,3% 24,1
2x(slucovani/oxidace) 115 29.4% 33,8

Priklad 12

Syntéza oligo-2'-deoxynukleosid N3 —>P5 fosforamidati v rozsahu 1-pmolu:

Porovnani bez ptrekryti, pfekryti s acetanhydridem, a pfekryti anhydridem

kyseliny isomaseiné

Sekvence 5'- AAC-ATG-GAG-AGC-GTC-3"(SEQ ID NO:7) byla
syntetizovana tfikrat v rozsahu 1-umolu pouZitim vySe uvedeného postupu, ale
do dvou syntéz byl v kazdém cyklu po poslednim oxida¢nim kroku a pted
detritylaci vloZzen prekryvaci krok o 60 sekundach. Jako prekryvaci ¢inidla byly
pouzity acetanhydrid/NMI (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) v jednom
z experimenty, a anhydrid kyseliny isomaselné (1/1/8 anhydrid kyseliny
isomaselné/2,6-lutidin/THF)/NMI (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) ve

druhém. Vysledky uvedené dale dokladaji zlepSeni vytézku a Cistoty s

prekrytim.
Pfekryti Surovy OD  HPLC Cistota = Vytézek (OD jednotky)
Bez ptekryti 97 29,6% 28,7
Acetanhydrid 97 39,6% 38,4
Anhydrid kyseliny

isomaseiné 82 39,6% 32,5

Priklad 13
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Syntéza oligo-2'-deoxynukleosid N3 '—P5 fosforamidatd v rozsahu 1-umolu:

Porovnini oxidace I, a H,0O-

Nasledujici sekvence byly syntetizovany v rozsahu 1-pmolu pouzitim
vySe popsaného postupu, aviak v jedné fad& experimentd byla jodova oxidaéni
reak¢ni latka nahrazena oxida¢nim ¢&inidlem sestavajicim z 1,5% H,0,/3,5 %

H>0 /20 % pyridinu/ 75 % THF. V techto experimentech nebylo pouzito zadné

piekryti.

Sekvence Oxida¢éni latky %PIné délky %“N-1“chybnych
produktu sekvenci

5°-TTTTT I, 76,94 5,11

5-TTTTT H,0, 80,05 2,55

5'-TAAAA I, 73,05 4,28

5'-TAAA H,0, 78,72 2,69

Priklad 14

Syntéza oligo-2'-deoxynukleosid N3 PS5 fosforamidatd v rozsahu 10-umolu :

Porovnani monomerd diisopropyl- a tetramethylpiperidinvl-fosforamiditu

Nasledujici obecny postup byl provadén pro syntézy v rozsahu 10-pmol:

Oligonukleotid N3’ —P5 ‘fosforamidaty byly ptipraveny na
modifikovaném 390Z ABI DNA syntetizeru pfi rozsahu 10-pmol a
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purifikovany preparativni iontové vyménnou chromatografii. 3'-Tritylamino
5'-fosforamidatové monomery byly pfipraveny jako 0,1 M roztoky v
acetonitrilu; aktivitorem byl 0,15 M tetrazol v acetonitrilu; detrityladnim
roztokem byla 3% kyselina dichloroctova (DCA) v dichlormethanu (DCM), a
oxidaénim roztokem byl 0,1 M jod v tetrahydrofuranu/pyridinu/vodé&, 75/20/2
(obj./obj./obj.) (PE Applied Biosystems, Foster City, CA).

Oligonukleotidy byly syntetizovany pouzitim vsadkového repetitivniho
cyklu syntézy, ktery sestava z detritylace nasledované slu¢ovanim (interakci) a
oxidaci. Individualni moduly byly popsany a slouéeny do f_‘ormy kompletniho
cyklu syntézy. Presnéji, syntéza je provadéna ve sméru 5° ke 3’ pouzitim 10
umol 3'-(trityl)amino-2",3"-dideoxynukleosid-5 -sukcinylem zatizeného CPG.
Detritylace 3'-aminu bylo dosaZeno pouzitim opakovaného ptitoku 3%
DCA/DCM do hlavy reakéni nadoby nasledovaného 3 sekundami vifeni a
odtoku. Celkova doba exponovani kyselinou je ptibliZné 2 minuty. Potom byl
3’-aminonukleosid vazany na nosi¢ promyt 10 krat fadou stiidavych
promyvacich roztokd ode dna reak¢ni nadoby stejné jako od hlavy s vifenim a
odtokem. Sloudeni ziskaného volného aminu (pfevazné jako dichloracetatové
soli) s 3'-(trityl)aminonukleosid-5"-fosforamiditovym monomerem se provadélo
pouZzitim vychozi davky monomeru v reakéni nadobé& a naslednym davkovanim
tetrazolu. Slucovaci smés potom byla vifena po dobu 5 minut. Po odtoku z

reakéni nadoby byl

bezprostfedné dodan roztok jodu, a vifen po 2 minuty. Oxidaéni roztok byl
suSen a nosi¢ byl promyt 10 krat fadou stfidavych acetonitrilovych
promyvacich roztoki ode dna reakéni nadoby stejné jako od hlavy za vifeni a

odtoku.

Po ukonceni syntézy byl oligonukleotid s 3'-odebranou chranici skupinou
od3tépen z nosiCe a zbaven ochrany koncentrovanym vodnym amoniakem pii
55 °C po 12 hodin. Roztok se pufroval na 0,01 M NaOH a amoniak se

odstranil ve vakuu. Po nasledné filtraci se surovy roztok purifikoval na
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preparativni aniontové vyménné kolon& (Pharmacia MonoQ 10/10), byl zbaven

soli a lyofilizovan.

Pouzitim vySe uvedeného postupu byly syntetizovany v rozsahu 10 pmol
5'-TT-3"dimery pfi pouziti riznych koncentraci ( a tedy riizného podtu
ekvivalenti) tetrazolu a bud monomeru diisopropylaminofosforamiditu nebo
monomeru tetramethylpiperidinfosforamiditu. Vysledky jasné dokazuji, ze se
syntézy fosforamidatu mohou provadét pouZzitim vyrazné& nizsich ekvivalentd
siln€jSiho tetramethylpiperidinyl-fosforamiditového monomeru nez méné

silného diisopropylaminofosforamiditového monomeru.

Typ Ekvivalenty Ekvivalenty %Dimeru %Nezreagovaného
monomeru monomeru tetrazolu monomeru
diisopropyl 10 50 93,8 2,4
diisopropyl 5 50 89,1 5,0
diisopropyl 2,8 28 87,1 8,0
diisopropyl 2,8 7 82,9 14,0
tetramethyl-

piperidin 2,8 7 94.2 2,8

Priklad 15

Syntéza oligo-2'-deoxynukleosid N3’ —>P5 fosforamidati v rozsahu 10-umolu

Nasledujici sekvence byly syntetizovany v rozsahu 10-umol pouzitim
vySe uvedeného postupu a pouZitim nasledujicich mnoZstvi monomerd

tetramethylpiperidinyl-fosforamiditu.
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Sekvence Ekvivalenty monomeru HPLC
na cyklus vytézek (%)
5°-TT! 4 94,0
5°-AAM? 4 98,1
5'-cc'? 4 96,9
5-ccc? 4 93,2
5-TTTTT 2,8 82,7

Tento oligo byl od§tépen z nosie s termindlni tritylovou skupinou zbyvajici na

dimeru.

Tento HPLC vytéZek je korigovan pro benzamid vytvotfeny pfi deprotekci

benzoylové chrdnici skupiny na bazi.

Priklad 16

N*-benzoyl-2'-fluor-3 '-(4-methoxvytrityl)amino-2".3'-dideoxvuridin 5’'-(2-

kvanoethyl N N-diisopropvl)fosforamidit

2’-Fluornukleosid-fosforamiditové monomery podle vynalezu jsou

pfipraveny postupem, znazornénym ve schematech V a VI. Stru¢né,

ribonukleosid se transformuje na 5'-hydroxyl-chranény-2",3"-
anhydroxylnukleosid, potom se 2°,3"-epoxykruh otevie zpracovanim s azidem
sodnym nebo podobnym reagens, za vzniku 5'-hydroxyl-chranéného-3"-azido-
3’-deoxyarabinonukleosidu. Po purifikaci se 5’'-hydroxyl-chranény-3"-azido-3'-
deoxyarabinonukleosid fluoruje na 2'-pozici zpracovanim s
diethylaminosulfurtrifluoridem (DAST), nebo podobnym reagens, potom se
azidoskupina redukuje za vzniku 3'-aminoskupiny. Po vhodném chranéni 3'-
aminoskupiny a uvolnéni 5'-hydroxylové chranici skupiny je nukleosid

fosfitylovan na 5" kysliku za tvorby surového fosforamiditového monomeru.




Schema V

- °'NH, F MMT:NH F MMTNH  F
11 2 2u

a) MsCl e) NH,N; 1) NaOH, H,0

b) NaOBz f) DAST j) CEOP (N(iPr),),

¢) HCI, H,0 g) Hy.Pd/c

d) NH,OH h) MMTrCl

V odkazu na schema V byl uridin 3 methansulfonovan a potom selektivné
benzoylovan za doprovazejiciho vzniku 2,2"-anhydrocyklu zpracovanim s
benzoatem sodnym podle postupt v literatufe, napf. Codington, J.F.; Fecher,

R.; Fox,J.J.J.Am.Chem Soc.1960, 82, 2794-2803. Vysledkem t&chto reakci je
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slou€enina 7 s celkovymi vytézky 69-77%. Jinou literarni metodou
(Codington,J.F.; Fecher,R.; Fox,J.J.J. Organic Chem.
1962, 27, 163-167), 2,3 -anhydroarabinonukleosid 7 byl transformovan na
27,3 -anhydrolyxouridin 8 ve dvou krocich. To zahrnuje zpracovani 7 s
kyselinou chlorovodikovou za vzniku 3’-mesyl-5'-benzoylarabinouridinu, ktery
se b&éhem zpracovani s hydroxidem amonnym uzavie do formy lyxo-2",3"-
epoxidu 8 v celkovych vytézcich 63-77%. Potom, také podle publikovaného
postupu (Reichman,U.; Hollenberg, D.H.; Watanabe, K. A; Fox.J.J.J.Organic
Chem. 1976, 41, 2042-2043), byl 2',3 -anhydrolyxonukleosid 8 zah¥ivan s
azidem amonnym. Oproti pfedpokladim v literatufe, neni tato reakce zcela
stereoselektivni, ale jejim produktem je chromatograficky nerozlisitelna smés
pozadovaného 5’-bénzoyl-3’-azidoarabinonukleosidu 9 a jeho 2'-azido-2'-
deoxyregioisomeru 9i v poméru pfiblizné 2,5:1. Surovy arabinonukleosid 9 byl
fluorovan DAST za vzniku 2'-fluor-3'-azidonukleosidu 10, potom katalyticky
hydrogenovan za vzniku 2’'-fluor-3’'-aminonukleosidu 11, ktery by oddélen od
svého regioisomeru chromatogafii na silikagelu. Ochrana 3 '-aminu
monomethoxytrityl(MMT) skupinou, nasledovana 5?-debenzoylaci, poskytla
meziprodukt 13, ktery 5'-fosfitylaci poskytuje poZzadovany fosforamiditovy
stavebni blok 2u ve 22% celkovém vytézku z anhydronukleosidu 8. Jestd
pfesnéji se kroky provadély nasledujicim zpisobem:
3’-O-Methansulfonyl-5'-O-benzoyl-2,2 -anhydroarabinouridin 7 byl
pfipraven ve dvou krocich ze 3 postupem podle Codingtona a kol., (citovany

vyse, J.Am. Chem.Soc.) v 69-77% celkovych vyt&Zcich.

3'-0O-benzoyl-2,3 -anhydrolyxouridin 8 byl pfipraven ve dvou krocich ze
7 postupem podle Codingtona a kol., (citovany vyse, J.Am. Chem.Soc.) v 63-
77% celkovych vytézcich.

3"-azido-5'-0-benzoyl-3"-deoxyarabinouridin 9 byl pfipraven z 8 a
bezvodého NH4N; (popsany v Obenland, C.O ; Mangold, D.J.; Marino, M.P.
Inorg.Synth. 1966,8,53-56) postupem podle Reichmana a kol , (citovany vyse),
ale bez uspokojivé rekrystalizace. Hmotové vyt&zky byly 98% nebo vyssi, ale

NMR svéd¢ilo o 25-35% regioisomeru, 2'-azido-5"-O-benzoyl-2'-
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deoxyxylouridinu, 9i, ktery se eluuje spoleéné s pozadovanym produktem TLC
na silikagelu.

'H NMR, majoritni slozka, 9: 6 10,8 (br s, 1H), 8,11 (d,J = 7.5 Hz,2H), 7,68
(d,J =8,1 Hz, 1H), 7,62 (d,J = 7,3 Hz, 1H), 7,5 (m, 2H), 6,19 (d,J = 3,6 Hz,
1H), 5,40, (d,J = 8,0 Hz, 1H), 4,84 (m, 1H), 4,73 (d,] = 5,7 Hz, 1H), 4,63 (br
d, J = 4,2 Hz, 1H), 4,2 mm, 2H:

minoritni slozka, 9i: : § 10,6 (br s, 1H), 8,11 (d,J = 7.5 Hz,2H), 7,81 (d,]J =
8,1 Hz, 1H), 7,64 (d,] = 7,5 Hz, 1H), 7,5 (m, 2H), 5,85 (s, 1H), 5,47 (d,] =
8,1 Hz, 1H), 4,86 (m, 1H), 4,76 (d,] = 5,4 Hz, 1H), 4,62 (brd, J =4,0 Hz,
1H), 4,3-4,2( mm, 2H).

2’-fluor-3'-azido-5'-0-benzoyl-2",3'-dideoxyuridin 10 byl pfipraven
nasledujicim postupem: Do 5 g (13,4 mmol) surového 9 (obsahujiciho 25 %
91) ve 30 ml bezvodého CH,Cl, se ptidalo 8,8 ml (66,6 mmol)
diethylaminosulfurtrifluoridu. Po michani 48 h byla smés zfedéna 100 ml
CH:Cl; a nalita do 200 ml nasyceného vodného NaHCO;. Kdyz vyvin plynu
ustal, byla vrstva CH,Cl, promyta 100 ml Zerstvého roztoku NaHCO; a potom
vodou (2 x 100 ml). Koncentraci CH,Cl, vrstvy ve vakuu a mzikovou
chromatografii se ziskalo 3,5 g (70%) produktu obsahujiciho 20% rozsahle
chromatograficky nerozdélitelnych isomernich neéistot, 10i.
'H NMR, majoritni slozka, 9: § 8,7 (br s, 1H), 8,07 (d,J = 7,4 Hz,2H), 7,62
(d,J = 7,5 Hz, 1H), 7,49 (dd,J = 7,6, 7,6 Hz, 2H), 7,39 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
5,70, (d,J = 21,1 Hz, 1H), 5,65 (d, ] = 8,2 Hz, 1H), 5,48 (dd,] =
4,7, 52,9 Hz, 1H), 4,7-4,4 (nerozdéleno), 4,32 (dd, ] = 4,7, 9,5 Hz, 1H),

4,27 (dd, J = 4,7, 9,5 Hz, 1H);

minoritni slozka, 10i: : § 8,7 (br s, 1H), 8,03 (d,J = 7,2 Hz, 2H), 7,64 (d,] =
7,6 Hz, 1H), 7,51 (dd,J = 7,4, 7,7 Hz, 2H), 7,33 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,99
(d,J = 6,4 Hz, 1H), 5,67 (d, J = 9 Hz, 1H), 5,40 (ddd,J = 2,8, 5,0, 53.4 Hz,
1H), 4,8-4,4 (nerozdéleno), 4,10 (mm, 2H).

2’-fluor-3"-amino-5"-0-benzoyl-2',3 '-dideoxyuridin 11 byl pfipraven
nasledujicim postupem: Do 3,5 g (9,3 mmol) surového 10 (10 % 10i) ve 200
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ml 95% ethanolu se ptidalo 600 mg 10% paladia na uhliku. Suspenze byla
hydrogenovana pti 40 psi (kolem 413 kPa) pfes noc a potom byl katalyzator
odstranén filtraci. Rozpoust&dlo bylo odstran&no ve vakuu za vzniku 2,93 g
(90%) svétle zluté pevné latky sestavajici ze dvou sloudenin, které byly
rozdé€litelné TLC. Mzikovou chromatografii se ziskalo 1,96 g (60% vytézek)
pozadovaného produktu jako &isté bilé pevné latky. Hmotovou spektrometrii,
FAB", M+H", bylo vypocteno: 350,1152, pozorovéano 350,1152.

'"H NMR § 8,14 (brs, 1H), 8,06 (d,J = 7,1 Hz, 2H), 7,64 (dd,J = 7,4, 7,7 Hz,
1H), 7,57 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,50, (dd 7,7, 7,8 Hz, 1H), 5,86 (d,J = 18,5
Hz, 1H), 5,51 (d, T = 8,2 Hz, 1H), 5,00 (dd, J = 4,3, 52,4 Hz, 1H), 4,81 (dd J
=2.2,12,8 Hz, 1H), 4,73 (dd, J = 3,5, 12,7 Hz, 1H), 4,14 (ddd, J = 2, 3,
10,2 Hz, 1H), 3,57 (ddd, J = 4, 10,5,.26,6 Hz, 1H); '°F NMR §-198,3 (ddd, J
= 18,5, 26,4, 52,2 Hz).

2'-ﬂuor-3'-(4—methoxytrityl)amino—2',3'-dideoxyuridin 12 byl pfipraven
nasledujicim postupem: Do 1,0 g (2,9 mmol) 11 v 50 ml bezvodého pyridinu
byl ptidan 1,0 g (3,2 mmol) 4-methoxytritylchloridu. Smé&s byla michana pies
noc, pfidalo se 5 ml nasyceného vodného NaHCO; a smés se koncentrovala ve
vakuu na olej. Olej byl rozpustén ve 125 mi ethylacetatu, ktery byl promyt

vodou (3 xx 100 ml), a opé&tovné koncentrovan ve vakuu na 2,05 g pény.

Pé&na byla rozpust&na ve smési 40 ml methanolu, 40 ml dioxanu a 10

ml vody. Byl ptfidan NaOH (1 g, 25 mmol) a smés byla michana pfes noc.
Roztok byl koncentrovan ve vakuu na sirup, ktery byl rozpustén ve 100ml
ethylacetitu a promyt vodou (3 x 100 ml). Koncentraci organické vrstvy ve
vakuu se ziskalo 1,11 g pény, ktera poskytla po mzikové chromatografii 1,05 g
(76%) bilé latky. Hmotovou spektrometrii, FAB', M+H", bylo vypoéteno:
518,2091, pozorovano 518,2076. '

'H NMR § 8,64 (br d J = 4,2 Hz, 1H), 8,14 (br, s, 1H), 7,57 (mm, SH), 7,48
(dJ = 38,7 Hz, 1H), 7,3 (mm, 8H), 6,83 (d J 8,8 Hz, 2H), 5,67 (d,J = 17,7 Hz,
1H), 5,62 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 4,23 (m, 2H), 4,03 (br d,J = 10,2 Hz, 1H), 3,80
(s, 3H), 3,31 (dddd, J = 3,6, 10,3, 10,9, 25,8 Hz, 1H), 2,80 (dd, J = 3,6, 50,9
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Hz, 1H), 2,51 (dd, J = 3,0, 11,2 Hz, 1H); °F NMR 5-192,5 (dddd, J = 2.9
11,2 Hz, 1H); 'F NMR §-192,5 (dddd, J = 2,9 17,7,
26,1, 50,9 Hz).

N4-benzoyl-2’-ﬂuor-3 '-(4-methoxytrityl)amino-2",3 '-dideoxyuridin 5'-
(2-kyanoethyl N,N-diisopropyl)fosforamidit 2u byl pfipraven nasledujicim
postupem: Do 700 mg (1,35 mmol) 12 ve 20 ml bezvodého CH,Cl, bylo
pfidano 200 mg (1,17 mmol) tetrazolidu diisopropylamonného a 0,5 ml (1,57
mmol) 2-kyanoethyl N,N,N’,N'-tetraisopropylfosfordiamiditu. Po michani
smési po 3 h bylo rozpoustédlo odstranéno ve vakuu a zbytek byl purifikovan
na Chromatotronu s pouZitim 4 mm desti¢ek a promyvanim 0-3% methanolem,
0,5% triethylaminem v CH,Cl,. Produkt byl koncentrovan ve vakuu na ole;j,
ktery byl rozpustén v 10 ml CH,Cl; a- vysraZen pomalym pfidavanim do 100 ml
rychle michaného hexanu. Po dekantaci supernatantu byl produkt vakuové
vysuSen nad P»Os za vzniku 680 mg ( 70%) bilého prasku.

Hmotovou spektrometrii, FAB*, M+H", bylo vypo&teno: 718,3170,
pozorovano 718,3194. ""F NMR §-190,9 (ddd, J = 21,7, 21,8, 51,3 Hz); 'P
NMR 8 150,5, 149,5.

Priklad 17

N*-benzoyl-2'-fluor-3 ‘-(4-methoxytrityl)amino-2".3 -dideoxvyevtidin 5 -(2-

kyanoethyl N N-diisopropyl)fosforamidit

Pro ptipravu pfisluin& chranéného cytidin-fosforamiditu 2ec, jak je
znazornéno ve schematu VI dale, byl pouZit surovy meziprodukt 10. Uracilova
baze byla konvertovana na cytosin pfizpisobenim postupu od Divakar a Reese,
J. Chem.Soc., Perkin.Trans.1 1982, 1171-1176. Naslednou 4-N benzoylaci a
redukci 3’-azidoskupiny na aminovou skupinu vznikla sloudenina 13,
oddé&litelna od svého regioisomeru chromatografii na silikagelu. Ochrana 3°-
aminu prostfednictvim MMT-skupiny, nasledovana selektivni 5'-O-
debenzoylaci, poskytla meziprodukt 15. Nasledni 5'- fosfitylace vedla k
pozadovanému fosforamiditu 2¢ v 10% celkovém vytézku vztazeno na

anhydronukleosid 8.
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a) POCl,, triazol, TEA; NH,OH

b) BzCl

¢) H,Pd/C

d) MMTrCl

e) NaOH, Pyr/MeOH/H,0; H'-Pyr dowex
f) CEOP (N(iPr)y);

Jest& ptesnéji se kroky provadély nasledujicim zplsobem: N*5°-0-
dibenzoyl-2'-fluor-3’-amino-2",3 -dideoxycytidin 13 byl ptipraven nasledujicim
postupem: Do 6,9 g (18,4 mmol) surového 10 (obsahujiciho 35% 10i) v 50 ml
bezvodého CH;CN byl vnesen ledové chladny roztok 11,7 g (169 mmol) 1,2,4-
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triazolu a 3,35 ml (36,1 mmol) POCl; v 90 ml bezvodého CH;CN. Smés byla
ochlazena v ledové lazni a byl ptidan bezuvody triethylamin (23 ml, 165
mmol), potom byla reak&ni smé&s ponechana oh¥at se za michani na teplotu
mistnosti . Po 90 min bylo pfiddno 15 ml (108 mmol) triethylaminu a 4 ml vody
a sm&s byla michana po 10 min. Rozpoustédlo bylo odebrano ve vakuu, potom
bylo pfidano 250 ml ethylacetatu a roztok byl indikovan TLC fluorescendnim

meziproduktem se stejnou mobilitou, jako vychozi material.

Smes byla koncentrovana ve vakuu na 6.7 g pény. Byl pfidan dioxan
(100 ml) a 20 ml koncentrovaného vodného amoniaku, a po 3 h byla smés
konvertovana ve vakuu na zluty gel. Gel byl rozpustén ve 100 ml ethylacetatu a
promyt vodou (3x200 ml). Koncentraci ve vakuu a vakuovym vysusenim nad
P05 se ziskalo 5,4 g pevné latky, ktera poskytla pouze jednu skvrnu pfi TLC
na slikagelu. Pfi '°F NMR byly pozorovany pouze dva vyznamné signaly.
Majoritni slozka:5-192,8 (ddd, J = 22,8, 22,8, 53,1 Hz); Minoritni slozka:8-
200,7 (ddd, J = 13.6, 19,9, 53,4 Hz).

Byl pfidan bezvody pyridin (100 ml) a roztok byl ochlazen na 4 °C. Za
michani byl pfiddn benzoylchlorid (11,7 ml, 100 ml) a smé&s byla ponechéana se
ohfat na teplotu mistnosti. Po 2 h bylo ptidano 5 ml vody a rozpoustédlo bylo
odebrano ve vakuu, imz se ziskal hné&dy olej, ktery byl rozpuitén ve 200 ml

ethylacetatu, promyt vodou (3 x 200 ml) a potom

opétovné koncentrovan ve vakuu za vzniku olejové pény.

Byl ptidan ethanol (150 ml) a 2 g 10% paladia na aktivnim uhli a smés
byla pfes noc hydrogenovana pfi tlaku 40 psi H, (asi 413 kPa). TLC indikovala

vytvofeni dvou novych, pomalych, uzavien& se pohybujicich sloudenin.

Katalyzator byl odebran filtraci, a filtrat byl koncentrovan ve vakuu na
olejovou Zlutou pénu. Mzikova chromatografie na silikagelu (500 ml siliky,
promyvani 0-3% CH;OH v CH,Cl,) poskytla 1,85 g &asteén& &istého produktu,
ktery byl rozpustén v 10 ml CH,Cl,. Pevna latky se rychle vysrazela, potom

byla spojena filtraci a promyta &erstvym CH,Cl,. Vakuovym vysuSenim se
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ziskalo 1,5 g produktu 13 (11% vyt&zek z 9 a 9i) jako jemnych bilych krystald.
Hmotovou spektrometrii, FAB*, M+H", bylo vypo&teno: 453,1574,
pozorovano 453,1574.

'H NMR § 8,21 (d,J =7,5 Hz, 1H), 8,08-8,13 (mm, 3H), 7,94 (d,J = 7,4 Hz,
2H), 7,46,7,7 (mm, 8H), 6,04 (d,J = 16,9 Hz, 1H), 5,08 (dd, ] = 3,6, 51,5
Hz, 1H), 4,85 (dd, J = 3,3, 12,8Hz, 1H), 4,80 (dd,J = 2,1, 12,8 Hz, 1H), 4,26
(m, 1H), 3,48 (dm, J = 27 Hz, 1H), '’F NMR §-200,1 (m).

N*%,5'-0'-dibenzoyl-2’-fluor-3’'-(4-methoxytrityl)amino-2",3"-
dideoxycytidin 14 byl ptipraven néasledujicim postupem: Do 0,9 g (2,0 mmol)
13 ve 25 ml bezvodého pyridinu bylo pfidano 0,86 g (2,8 mmol) 4-
methoxytritylchloridu, a smés byla michana pfes noc. Reak&ni smés byla
ochlazena 0,5 ml H>O a zkoncentrovana ve vakuu. Byl pfidan CH,Cl, (50 ml) a
promyto 50 ml nasyceného vodného NaHCO3 a vodou (2 x 50 ml).
Rozpoustédlo bylo odstranéno ve vakuu, nahrazeno 10 ml CH,Cl, a smés byla
pipetovana do 80 ml rychle michaného 1/1 hexanu / etheru. Po daiiim michéni
2 h se produkt spojil filtraci a sus§il ve vakuu za vzniku 1,3 g (vytézek 88%)
produktu jako bilého prasku. Hmotovou spektrometrii, FAB", M+H", bylo
vypocteno: 725,2772, pozorovano 725,2761.

'"H NMR & 8,59 (br s, 1H), 8.07 (br d, J = 5,7 Hz, 1H), 7,89 (br d, J = 7 Hz,
2H), 7,83 (dd, J= 1,3, 6,7 Hz, 2H), 7,68 (dd, J= 7,4, 7,4 Hz, 2H),

7,5-7,6 (m, 8H), 7,43 (dd, J=2,1, 6,9 Hz, 2H), 7,1-7,3 (mm, 7H), 6,71 (d,
J =8,9 Hz, 2H), 5,80 (d, J=15,4 Hz, 1H), 5,03 (dd, J = 2,0, 13,0 Hz, 1H),
4,98 (dd, J = 2,3, 13,1Hz, 1H), 4,41 (br d, J = 10,5 Hz, 1H), 3,63 (s, 3H),
3,36 (dddd, J = 3,1, 11,1, 11,1, 25,7 Hz, 1H), 2,84 (dd, J= 3,1, 59,9 Hz,
1H), 2,52 (dd, T = 2,7, 11,5 Hz, 1H; '"°F NMR §-196,3 (m).

N*-benzoyl-2'-fluor-3'-(4-methoxytrityl)amino-2",3'-dideoxycytidin 15
byl pfipraven nasledujicim postupem: Do 1,3 g (1,75 mmol) 14 ve 20 ml
65/30/5 pyridinu/methanolu/vody, chlazenych v ledové lazni, bylo pfidano 10
ml chladného 2M NaOH v 65/30/5 pyridinu/methanolu/vod&. Smés byla

michana chladna po 20 min, potom se neutralizovala pyridinium-H"formou Bio-
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Rad AG"™ 50W-X8 kationtové vyménnou pryskyfici. Po 5 min byla pryskyftice
odebrana filtraci a promyta methanolem. Spojené filtraty a promyvaci kapaliny
byly koncentrovany ve vakuu na olej, ktery byl rozpustén v 100 ml
ethylacetitu. Smés byla promyta 100 ml nasyceného vodného NaHCOs; a vodou
(2 x 100 ml). Po koncentrovani ve vakuu na pénu byl produkt rozpustén v 10
ml CH,Cl; a pipetovan do 75 ml rychle michaného hexanu/etheru, 2/1.
Produkt byl spojen filtraci a susen ve vakuu za vzniku 1,13 g (102% vytézek)
produktu jako bilého prasku. Hmotovou spektrometrii, FAB", M+Cs", bylo
vypocéteno: 753,1489, pozorovano 753,1499.

'H NMR 35 8,30 (br d, J= 6,8 Hz, 1H), 7.89 (br d, J = 6,7 Hz, 2H), 7,64 (dd, J
= 7,4, 7,4 Hz, 1H), 7,44-7,56 (mm, 9H), 7,22-7,32 (mm, 9H), 6,82 (d, J =
8,8 Hz, 2H), 5,80 (d, J=15,7 Hz, 1H), 4,26 (mm, 2H), 4,13 (d, J = 10,2 Hz,
1H), 3,81 (s, 3H), 3,26 (dddd, J = 3,4, 10,7, 10,8, 26,5 Hz, 1H), 2,93 (dd, J
= 3,3, 50,5 Hz, 1H), 2,50 (dd, J =2,8, 11,0 Hz, 1H); 'F NMR §-195,3 (m).

N4-benzoyl-2'-ﬂuor-3’-(4-methoxytrityl)amino-Z',3'-dideoxycytidin 5°-
(2-kyanoethyl N,N-diisopropyl)fosforamidit 2¢ byl ptipraven nasledujicim
postupem Do 970 mg (1,56 mmol) 15 ve 25 ml bezvodého CH,Cl, bylo pfidano
200 mg ( 1,17 mmol) diisopropylamoniumtetrazolidu a 1,0 ml (3,15 mmol) 2-

kyanoethyl N,N,N’,N’-tetraisopropylfosfordiamiditu. Po michani

smési 3 h bylo rozpoustédlo odstrané&no ve vakuu a zbytek byl purifikovan na
Chromatotronu pouzitim 4 mm desek a promyvanim 0-1,5% methanolem v
0,5% triethylaminu v CH,Cl,. Produkt byl koncentrovan ve vakuu na pénu,
ktera byla rozpus§téna v 10 ml CH,Cl, a vysraZena pomalym pfidavanim 40 ml
rychle michaného hexanu. Po dekantaci supernatantu byl produkt vakuové
vysuSen nad P05 za vzniku 880 mg ( 69%) bilého prasku. Hmotovou
spektrometrii, FAB", M+Cs", bylo vypo&teno: 953,2568, pozorovano 953,2531.
’F NMR §8-193,6 (m); *'P NMR § 150,4, 149.4.

Priklad 18
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N*-benzoyl-2'-fluor-3’-(4-methoxytrityamino-2 .3 -dideoxycytidin 5 -sukcinyl

neseny CPG

Meziprodukt 15 byl 5'-sukcinylovan a nanesen na CPG pevny nosié&
standardnimi postupy, nap¥. Atkinson, T; Smith,M. v Oligonucleotide
Synthesis.A Practical. Approach, Gait, M.J.Ed., IRL Press, 1984, 35-81; a
Knorr, R.; Trzeciak, A ; Bannwarth,W.; Gillessen,D.Tetrahedron Lett, 1989,
30, 1927-1930, Ptesné&ji byl N*-benzoyl-2'-fluor-3’-(4-methoxytrityl)amino-
27,3’-dideoxycytidin 5'-sukcinyl neseny CPGpfipraven nasledujicim postupem:
Do 100 mg (0,16 mmol) 15 ve 2 ml bezvodého CH,Cl; bylo pfidano 55 mg
(0,55 mmol) sukcinanhydridu a 65 mg (0,53 mmol) dimethylaminopyridinu.
Smés byla michéna.po 2 h, odpafena ve vakuu na olej. Olej byl rozpustén ve 20
ml CH,Cl,, promyt 20 ml nasyceného vodného NaHCO; a vodou (2 x 20 ml), a
potom op€tovné koncentrovan ve vakuu na pé€nu. Do pény byl pfiddan 1 ml 0,4
M diisopropylethylamin v DMSO/N-methylpyrrolidinu, 1/1, 2 0,7 ml 0,2 M 1-
hydroxybenzotriazolu, 0,2 M 2-(1H-benzptriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorfosfatu v DMSO/N-methylpyrrolidinu, 1/1. Po 3
min byla smé&s vtaZena do 10 ml injek&ni stiikatky obsahujici 1,2 g CPG s
dlouhymi alkylaminofetézci. Do injek&ni st¥ikatky bylo rovnéZ natazeno
daldich 5 ml promyvaci tekutiny DMSO. Smé&s CPG-nukleosid byla michana po
1,5 h, potom byl CPG promyt 5 objemy bezvodého acetonitrilu.

Nezreagované aminoskupiny CPG byly acetylovany standardnimi pfekryvacimi
roztoky (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) po 2 min. CPG byl opét
promyt 5 objemy acetonitrilu a 5 objemy CH,Cl,. Naneseni nukleosidu bylo
stanoveno standardnim tritylovym testem na priblizné 5 umolu/g.

Priklad 19

Syntéza oligo-2'-fluornukleotid N3'—>P5” fosforamidatd na pevné fizi

Oligo-2"-fluornukleotid N3°'—>P5" fosforamidaty byly syntetizovany na
pevné fazi nosi€l pouzitim monomerd fosforamiditl ze schemat V a VI.

Slouéeniny 22-25 (Tabulka 1) byly syntetizovany cestou fosforamiditovych
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SlouCeniny 22-25 (Tabulka 1) byly syntetizovany cestou fosforamiditovych
monomerd. Primérna a&innost sluovani, jak je stanovena MMT-kationtovym
testem , byla kolem 94% s jedinym slu€ovanim v cyklu a kolem 96% s dvoji
aplikaci kroku 2 na cyklus syntézy. Reprezentativni IE HPLC profil syntézy
- surového oligomeru je znazornén na obr. 4.

 Jednotnd modifikované oligo-2'-fluornukleotid N3’ —P5" fosforamidaty
byly pfipraveny pfenosovou reakci amiditu na ABI 380B syntetizeru pouzitim
nasledujiciho protokolu:

1) detritylace, 5% kyselina dichloroctova v dichlormethanu, 1 min,

2) slu¢ovani 0,1 M fosforamiditu 2u nebo 2¢ (schema V nebo VI) a 0,45
M tetrazolu v acetonitrilu, 3 min,

3) oxidace, 01 M jod v tetrahydrofuranu/pyridinu/vodg, 10/10/1,
obj./obj./obj., 1 min,

4) ptrekryti, acetylace nezreagovanych 3’-aminoskupin standardnimi PE
aplikovanymi biosystemy (PE Applied Biosystems) (Foster City, CA)
pfekryvacimi roztoky, 30 s. -

Po chemickych kroéich v cyklu nasledovala promyvani acetonitrilem a
proplach suchym argonem po 0,2-0,4 min. Po od3tépeni z pevného nosile a
odebrani ochrany koncentrovanym vodnym amoniakem, 1-1,5 h, 55°C, byly
oligonukleotidy analyzovany a purifikovany IE HPLC. Oligonukleotidy byly
'odsoleny na Pharmacia NAP-5 nebo NAP-10 gelovych filtraénich kolonach

bezprostfedné po purifikaci a uskladnény zmrazené nebo lyofilizované pfi
minus 18 °C.

Piiprava 5'-fosforylovanych oligonukleotidd byla uskute¢néna béhem
sulfonem derivatizovaného CPG, napt. Gryaznov, S.M.; Letsinger, R.L.
Nucleic Acids Res. 1993, 21, 1403-1408.

Pro IE analyzy a purifikaci oligonukleotidi byly pouZzity systémy Dionex
DX300 nebo DX 500. Kolona Pharmacia MonoQ 10/10 byla pouzita pro
analyzu a purifikaci surovych oligomerd, promyvana gradientem 2% za minutu
1,5 M NaCl v 10 mM NaOH. Kolona Dionex NuceloPac PA100, promyvana
gradientem 1,5% za minutu 1,5 M NaCl v 10 mM NaOH byla pouzita pro
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viechny ostatni IE HPLC anylyzy. Pro RP HPLC byla pouit Hewlett Packard
Hypersil ODS, 5u kolona vodniho HPLC systemu, s gradientem 1% za
minutu acetonitrilu v 0,1 M triethylamoniumacetatu, pH 7,0.

NMR spektra byla zaznamenavana na Bruker DRX-400 spektrometru.
Chemické pfesuny jsou zaznamenany ve vztahu k TMS, CCI;F a H;PO,, resp.
pro spektra 'H, 'F a *'P |

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) se provadély na Whatmannovych
silikagelovych deskach se zadni polyesterovou stranou, promyvanim s
methanolem/dichlormethanem.

Kysela hydrolyza 0,17 ODaso dimeru den,,T byla provedena ve 25 pl
64% kyseliny octové, 2 h pti 55 °C, a reakéni smés byla analyzovana RP HPLC.
Pfiblizn& 83% dimeru, retendni doba-(Rt) 15,0 min, bylo hydrolyzovano na
hlavné 5'-thymidylovou kyselinu, a 2'-fluor-3 -aminouridin, Rt 11,2 min, jako
bylo identifikovano soudasnym vstfikovanim ovéfenymi standardy. Také bylo v

reakéni smési nalezeno kolem 7,5% thymidinu, Rt 12,1 min.

Tabulka 1

Oligonukleotidy a hodnoty T, jejich duplexii

PY. Oligonukleotid * & SEQID Tm°C’ Tm°C®

¢ DNA® RNA®
1 UUUUUUUUUT 18 8  16,7;24,6 17,9;20,3
2 Unp Unp Unp Unp Unp Uyp Unp Uy Uy, T 19 8  18,5;38,2 38.1;47,2
3 Unp Unp Unp Unp U’ 4p Unp Uy Uy Uy T 20 8 20,0;41,0  40,1:49,2
4 Unp Unp Unp U’ 4y UT o Ugp Upp Upp U T 21 8 23,4;44,6  44,5:52,7
5 ,U'npU ,, U, U, Uf,, UF,, UT U, UF,, T
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22 8 34,6;63,0 55,2:64,6
6 pUlnp U',, U',, U, U, UT L, U, UF L, UTLLUS
23 9 39,5:63,2 56,4:64.,0
7 CapUnpUnpCipUnpUnpCapCapUnpUnp A 24 10 44,2;- 66,0;-
8 Cf U’ U’ pCl pUf U 4y CF pCl o UF U (p A 25 10 56,9:- 81,6;-
2 Vsechny 2'-deoxysloudeniny; np, f, p a n oznaduje 3’-NHP(O)(0)0O-5"
internukleosidovou vazbu, 2’-fluor, 5'-fosfonat , resp- 3°-amin; °Ty, byl stanoven

s 3 uM oligonukleotidy; prvni hodnoty byly stanoveny v 10 mM fosforeénanu

sodné¢ho, 150 mM chloridu sodného, pH 7,04; druhé hodnoty byly stanoveny v

tomtéZz pufru obsahujicim dalgich 10 mM chloridu hoteénatého; piimési

jsou pro

nestanovitelné Tys. “komplementarni vzorek; poly(dA) nebo poly(rA) pro
pfiklady 1-6, d(AAAGGAAGAAGC) nebo r(AUAAGGAAGAAGC) pro ptiklady

7,8.
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SEKVENCNI PROTOKOL

(1) OBECNE INFORMACE:

(i) PRIHLASOVATEL:Bernard. L. Hirschbein, Karen L.Fearon, Sergei M.Gryaznov, Sarah
N.McCurdy, Jeffrey S.Nelson, Ronald G.Schultz

(ii) NAZEV VYNALEZU: Zpusob syntézy oligonukleotid N3'—P5" fosforamidatd na pevné

fazi
(iii) POCET SEKVENCI: 10

(iv) KORESPONDENCNI ADRESA: i
(A) ADRESAT: Stephen C. Macevicz, Lynx Therapeutics, Inc.
(B) ULICE: 3832 Bay Center Place
(C ) MESTO: Hayward
(D) STAT: Kalifornie
(E) ZEME: USA
(F) ZIP: 94545

(v) POCITACOVA CTECI FORMA:
(A) TYP PROSTREDI: disketa 3,5 palci
(B) POCITAC: IBM kompatibilni
(C ) OPERACNI SYSTEM: Windows 3,1
(D) SOFTWARE: Microsoft Word for Windows 2,0

(vi) SOUCASNA DATA PRIHLASKY:
(A) CISLO PRIHLASKY:
(B) DATUM PODANI:
(C ) ZATRIDENI:

(vii) DATA PRIORITNI PRIHLASKY:
(A) CISLO PRIHLASKY: 08/603566
(B) DATUM PODANI: 21. tnora 1996

(viii) INFORMACE O ZASTUPCI:
(A) JIMENO: Stephen C. Macevicz
(B) CISLO REGISTRACE: 30,285
(C ) REFERENCE/CISLO: LYNX -035/01
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(ix) TELEKOMUNIKACNI INFORMACE:
(A) TELEFON: (510) 670-9365
(B) TELEFAX: (510) 670-9302

(2) Udaje k SEQ ID NO:1

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 17 nukleotidi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: lineirni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 1
GGCCAAAAAG CCACTAT
(2) Udaje k SEQ ID NO:2
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 11 nukleotidd
(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 2
AAGCCTTTAT C
(2) Udaje k SEQ ID NO:3
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 15 nukleotidd
(B) TYP: nukleové kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednotetézova

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 3

17

11
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(2) Udaje k SEQ ID NO:4

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 15 nukleotidi
(B) TYP: nukleova kyselina
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(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova

(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 4
AAAAAAAAAA AAAAA
(2) Udaje k SEQ ID NO:5
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 15 nukleotidii
(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: §
AACGAGTTGG GGCAT
(2) Udaje k SEQ ID NO:6
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 11 nukleotidd
(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 6

TTCTCTCTCT A

(2) Udaje k SEQ ID NO:7

15

15

15

11




(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 15 nukleotidi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 7
AACATGGAGA GCGTC
(2) Udaje k SEQ ID NO:8
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 10 nukleotidd
(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 8
UUUUUUUUUT
(2) Udaje k SEQ ID NO:9
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 10 nukleotidi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 9
UuuuuUuuuuu

(2) Udaje k SEQ ID NO:10

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
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15

10

10
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(A) DELKA: 11 nukleotidd
(B) TYP: nukleova kyselina
(C ) DRUH RETEZCE: jednofetézova
(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 10

CUUCUUCCUU A
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob syntézy oligonukleotid N3'—P5’ fosforamidatu v yznadcu-
jici se tim, Ze zahrnuje kroky:

(a) poskythuti prvniho nukleosidu vizaného na pevnou fizi nosige,
pfiCemz prvni nukleosid ma chran&nou 3’-aminoskupinu;

(b)  odebrani chranici skupiny z chrané&né 3’-aminoskupiny za vzniku
volné 3 '-aminoskupiny;

(¢ ) reakci volné 3 -aminoskupiny s 3'-chran&nym monomerem
aminonukleosid-5'-fosforamiditem za vzniku internukleosid N3 —P5’
fosforamiditové vazby; a

(d)  oxidaci uvedené vazby.

2. Zplsob podle naroku 1 vyznadujici se tim,ze dale zahrnuje

krok vicenasobného opakovani uvedenych krokd reakce a oxidace.

3. Zpisob podle naroku2 vyznadujici se tim, 2e uvedena

vicenasobnost je mezi 2 a 4, vietné.

4. Zplsob podle naroku3 vyznadujici se tim, ze dile zahrnujé
krok opakovani kroki (b) az (d), az je uvedeny oligonukleotid

N3 '—>P5fosforamidat syntetizovan.

S. Zplsob podle naroku4 vyznadujici se tim, ze uvedeny monomer
3’-chranény aminonukleosid-5’-fosforamidit ma tetrazolovou aktivaéni

rovnovaznou konstantu alespoii 10 M.

6. Zplsob podle naroku 5 vyznadujici se tim, e dale zahrnuje krok
piekryti uvedenych volnych 3 aminoskupin, aby se zabranilo reakci s uvedenym

monomerem 3'-chranénym aminonukleosid-5'-fosforamiditem.
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7. Zplsob podle naroku 6 vyznacdujici se tim, Ze uvedeny monomer
3’-chrané&ny aminonukleosid-5"-fosforamidit ma tetrazolovou aktiva&ni

rovnovaznou konstantu alespoi 100 M™'.

8. Zpisob podle naroku 7 vyznadujici se tim, ze uvedeny monomer
3’-chranény aminonukleosid-5'-fosforamidit m4a aminoskupinu fosforamiditu s

pK., alespoii 10.

9. Zpisob podle naroku 8 vyznadujici se tim, ¢ monomer 3'-

chranény aminonukleosid-5'-fosforamidit je definovany vzorcem:

OR'

kde

B je pyrimidin, purin, nebo jejich analog;

R' je fosfatovéa chranici skupina;

W je bud -NHR?® nebo -OR’, kde R? je amino-chranici skupina a kde R’
je hydroxyl chranici skupina;

R’ je vodik, hydroxyl, fluor nebo -OR’, kde R’ je alkyl s 1 az 3 atomy
uhliku nebo hydroxyl chranici skupina; a

R* a R’ dohromady s dusikem, na ktery jsou navazany, tvofi
alkylaminovou nebo arylaminovou odstupujici skupinu, kterd ma do 40 atomu

vybranych ze skupihy sestavajici z uhliku, kysliku, siry a dusiku.

10. Zpisob podle naroku 9 vyznaédujici se tim, e R je vodik, a ze
R* a R’ samostatné jsou alkyl, aralkyl, cykloalkyl nebo cykloalkylalkyl majici

celkové slouc¢enych od 6 do 20 atomd uhliku.
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11. Zplsob podle naroku 10 vyznadujici se tim, Ze uvedeny krok

reakce zahrnuje dale zpracovani uvedeného monomeru 3’'-chranéného

aminonukleosid-5"-fosforamiditu s nukleofilnim katalyzitorem za vzniku

reaktivniho meziproduktu.

12. Zpisob podle naroku 11 vyznadujici se tim, Zeuvedenym

nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivator.

13. Zpidsob podle naroku 12 vyznacujici se tim, Zze uvedeny krok
oxidace dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxidaénim &inidlem vybranym
ze skupiny sestavajici z peroxidu vodiku a jodu.

14. Zpasob podle naroku 9 vyznadujici se tim, ze R je vodik, a Ze
R* a R’ dohromady tvoti alkylenovy fetézec obsahujici do 12 atomd uhliku v
zakladnim fetézci a celkové od 4 do 20 atoma uhliku, kdy jsou obé terminalni
valenéni vazby uvedeného fetézce navazany na atom dusiku, na n&jZ se vaze R*

a R’

15. Zpuasob podle naroku 14 vyznacdujici se tim, Ze uvedeny krok
reakce dale zahrnuje zpracovani uvedeného monomeru 3’-chranéného
aminonukleosid-5'-fosforamiditu s nukleofilnim katalyzatorem za vzniku

reaktivniho meziproduktu.

16. Zpisob podle naroku 15 vyznacdujici se tim, Zeuvedenym

nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivator.

17. Zpaisob podle naroku 16 vyznacujici se tim, Ze uvedeny krok
oxidace dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxidaénim &inidlem vybranym

ze skupiny sestavajici z peroxidu vodiku a jodu.

18. Zpisob podle naroku 9 vyznadujici se tim, ze R’ je vodik, a Ze

R* a R’ dohromady-a s dusikem, na ktery jsou vazany, tvofi nasyceny dusikovy




64 X} o:-o o LA oo oo

heterocyklus, ktery ma do 10 atomd uhliku nebo heteroatomi v zakladnim
fetézci a celkové od 4 do 20 atomd uhliku nebo heteroatomu spole¢né, tak, ze

R*a R’ dohromady a s dusikem, na ktery jsou vazany,

obsahuji do t¥i heteroatoml vybranych ze skupiny sestavajici z dusiku, kysliku

a siry.

19. Zpisob podle naroku 18 v yznacujici se tim, 2e uvedeny krok
reakce dale zahrnuje zpracovani uvedeného monomeru 3’-chranéného
aminonukleosid-5"-fosforamiditu s nukleofilnim katalyzatorem za vzniku

reaktivniho meziproduktu.

20. Zpisob podle naroku 19 vyzna & ujici se tim, %e uvedenym

nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivitor.

21. Zpisob podle naroku 20 vy zna g ujici se tim, ze uvedeny krok
oxidace dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxida¢nim &inidlem vybranym
ze skupiny sestavajici z peroxidu vodiku a jodu.

22. Zplsob podle naroku 4 vyznaé ujici se tim, ze uvedeny monomer
3’-chranény aminonukleosid-5'-fosforamidit ma aminoskupinu fosforamiditu s

pK. alespoii 10.

23. Zpusob podle ndroku 22 vyznaé ujici se tim, e uvedeny
monomer 3’-chrdnény aminonukleosid-5'-fosforamidit ma tetrazolovou

aktivaéni rovnovaznou konstantu alespot 10 M.

24. Zplsob podle naroku 23 vyzn a & ujici se tim, ze dile zahrnuje
krok prekryti uvedenych volnych 3’-aminoskupin, které brani reakci s

uvedenym monomerem 3’-chran&nym aminonukleosid-5"-fosforamiditem.
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25. Zpisob podle naroku 24 vyznadujici se tim, ze uvedeny
monomer 3'-chranény aminonukleosid-5'-fosforamidit ma tetrazolovou

aktivaéni rovnovaznou konstantu, K, alespoit 100 M.

26. Zplsob podle naroku 25 vyznadujici se tim, ze uvedeny krok

reakce dale zahrnuje zpracovani uvedeného monomeru 3’-chranéného

aminonukleosid-5'-fosforamiditu s nukleofilnim katalyzitorem za vzniku

reaktivniho meziproduktu.

27. Zplsob podle naroku26 vyznadujici se tim, ze uvedenym

nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivator.

28. Zplsob podle naroku 27 vyznadujici se tim, Ze uvedeny krok
oxidace dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxida&nim &inidlem vybranym

ze skupiny sestavajici z peroxidu vodiku a jodu.

29. Zplsob podle naroku 1l vyznadujici se tim, ze dale zahrnuje
krok opakovani krokd (b) az (d), aZ je uvedeny oligonukleotid

N3'—P5 fosforamidat syntetizovén.

30. Zplsob podle naroku29 vyznadujici se tim, Ze uvedeny
monomer 3'-chranény aminonukleosid-5"-fosforamidit ma stericky bran&nou

aminoskupinu fosforamiditu s pK, alespoi 10.

31. Zpisob podle naroku 30 vyznadujici se tim, e dale zahrnuje
krok pfekryti uvedenych volnych 3 aminoskupin, které brani reakci s uvedenym

monomerem 3'-chranénym aminonukleosid-5 -fosforamiditem.

32. Zpisob podle naroku 31l vyznadujici se tim, e uvedenou
stericky branénou fosforamiditovou aminoskupinou je alkylaminoskupina,
dialkylaminoskupina, cykloalkylaminoskupina, dicykloalkylaminoskupina nebo

aralkylaminoskupina, ktera ma od 6 do 20 atomd uhliku.
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33. Zpisob podle naroku 32 vyznadujici se ti m, Z e uvedeny krok
reakce dale zahrnuje zpracovani uvedeného monomeru 3’-chranéného
aminonukleosid-5 -fosforamiditu s nukleofilnim katalyzatorem za vzniku

reaktivniho meziproduktu.

34. Zplsob podle naroku33 vyznadujici se ti m, Z e uvedenym

nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivator.

35. Zplsob podle naroku 34 vyznadujici se tim, Ze uvedeny
monomer 3'-chranény aminonukleosid-5'-fosforamidit m4 tetrazolovou

aktivagni rovnovaznou konstantu, K; alespoii 100 M™",

36. Zpisob podle naroku35 vyznadujici se ti m, zZe uvedeny krok
oxidace dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxida¢nim &inidlem vybranym

ze skupiny sestavajici z peroxidu vodiku a jodu.
37. Zplsob syntézy oligonukleotidu vzorce

HO o B

HN R

=X
zo'P\; ’}\/\2.7/3

n

R R®

kde: B je purin nebo pyrimidin nebo jejich analog; X je kyslik nebo sira; R® je
vodik, fluor nebo hydroxyl; R® je aminoskupina nebo hydroxyl; Z je vodik,
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alkalicky kov nebo aminovy kation an je alespoii 1, vyzn a & ujici se
t i m, Ze zahrnuje kroky postupu:

(a) poskytnuti prvniho nukleosidu navazaného na nosié z pevné faze,
prvni nukleosid ma chranénou 3’-aminoskupinu;

(b) odebrani chranéni z chranéné 3 -aminoskupiny na formu volné 3'-

aminoskupiny;

(c) reakci voiné 3’-aminoskupiny s monomerem 3'-chranénym
aminonukleosid-5'-fosforamiditem za pfitomnosti nukleofilniho katalyzatoru na
formu internukleosidové N3 '—P5’ fosforamiditové vazby;

(d) oxidaci uvedené vazby; a

(e) opakovani krokd  (b) az (d), aZ je syntetizovan poZzadovany

oligonukleotid.

38. Zpusob podle naroku 37 vyznacujici se tim,Zze dile zahrnuje
krok piekryti uvedenych volnych 3’aminoskupin, které brani reakci s uvedenym

monomerem 3 '-chranénym aminonukleosid-5"-fosforamiditem.

39. Zplsob podle naroku38 vyznalujici se tim, Ze uvedeny
monomer 3'-chrdnény aminonukleosid-5"-fosforamidit ma stericky bran&nou

aminoskupinu fosforamiditu s pK, alespofi 10.

40. Zplsob podle naroku39 vyznadujici se tim, ze dile zahrnuje
krok opakovani uvedenych krokd (c) a (d) vicenasobn& b&hem kazdého cyklu
uvedenych kroku (b) az (d).

41. Zplsob podle naroku 40 vyznadujici se tim, ze uvedené kroky

(¢ ) a (d) se opakuji dvakrat béhem kazdého cyklu uvedenych krokd (b) az (d).

42. Zplsob podle naroku 41 vyznadujici se tim, e uvedeny

monomer 3'-chranény aminonukleosid-5"-fosforamidit ma s formu:




FA)

ey e
68 SRR

OR!

kde:

B je pyrimidin, purin, nebo jejich analog;

R! je fosfatova chranici skupina;

W je bud -NHR? nebo -OR’, kde R? je amino-chranici skupina a kde R’
je hydroxyl chranici skupina;

R’ je vodik, hydroxyl, fluor nebo -OR’, kde R je alkyl s 1 aZ 3 atomy
uhliku nebo hydroxyl chranici skupina; a

R* a R’ dohromady s dusikem, na ktery jsou navazany, tvofi
alkylaminovou nebo arylaminovou odstupujici skupinu, ktera ma do 40 atomu

vybranych ze skupiny sestavajici z uhliku, kysliku, siry a dusiku.

43. Zpusob podle naroku 42 vyznadujici se tim, ze R’je vodik,
uvedenym nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivator, a R*aR’
samostatné jsou alkyl, aralkyl, cykloalkyl nebo cykloalkylalkyl majici celkové

slou¢enych od 6 do 20 atomi uhliku.

44. Zpusob podle naroku 43 vyznacujici se tim, ze uvedeny krok
oxidace dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxidaénim &inidlem vybranym
ze skupiny sestavajici z jodu, chloru, peroxidu vodiku, peroxykyselin,
smésnych acyl-anhydridd kyseliny sulfinové, peroxidd, ozonu, elementarni siry,
thiuram-disulfidd, acyldisulfidu, fosfinothioyl-disulfida a 1,1-dioxo-3H-1,2-

benzodithiol-3-onu.
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45. Zplsob podle podle ndroku 44 vyznadujici se tim, 2eR'je
methyl, B-kyanoethyl nebo 4-nitrofenylethyl; R? je trifenylmethyl; a n je v

rozmezi od 1 do 50.

46. Zpusob podle naroku 42 vyznadujici se tim, ze R®je vodik a
e R*a R’ dohromady tvofi alkylenovy fetézec obsahujici do 6 atomd uhliku v
zakladnim fetézci a celkové od 4 do 12 atomd uhliku s ob&ma koncovymi
valen€nimi vazbami uvedeného fetézce navazanymi na atom dusiku, na ktery

jsou R*a R’ navazany.

47. Zpusob podle niroku 46 vyznaclujici se tim, ze uvedén}'Im
nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivator; R' je methyl, B-
kyanoethyl, nebo 4-nitrofenylethyl; R* je trifenylmethyl; n je v rozmezi od 1 do
50; a uvedeny krok oxidace dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxida&nim
¢inidlem vybranym ze skupiny sestavajici z jodu, chloru, peroxidu vodiku,
peroxykyselin, smé&snych acyl-anhydridd kyseliny sulfinové, peroxidd, ozonu,
elementarni siry, thiuram-disulfidd, acyldisulfidd, fosfinothioyl-disulfidé a 1,1-

dioxo-3H-1,2-benzodithiol-3-onu.

48. Zplsob podle naroku 42 vyznadujici se tim, 2e R®je vodik a
%e R* a R’ dohromady a s dusikem, na ktery jsou navazany, tvofi nasyceny
dusikovy heterocyklus , ktery ma do 10 atom@ uhliku nebo heteroatomt v
zakladnim fetézci a celkové od 4 do 20 atomd uhliku nebo heteroatomu
dohromady, tak, te R* a R’ dohromady a s dusikem, na ktery jsou navazany,
obsahuji do tfi heteroatomi vybranych ze skupiny sestavajici z dusiku, kysliku

a siry.

49. Zplsob podle naroku 48 vyznadujici se tim, %e uvedenym
nukleofilnim katalyzatorem je tetrazolovy aktivator, a %e uvedeny krok oxidace
dale zahrnuje zpracovani uvedené vazby oxida&nim &inidlem vybranym ze
skupiny sestavajici z jodu, chloru, peroxidu vodiku, peroxykyselin, sm&snych

acyl-anhydridd kyseliny sulfinové, peroxidl, ozonu, elementarni siry, thiuram-
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disulfidd, acyldisulfidd, fosfinothioyl-disulfidd a 1,1-dioxo-3H-1,2-

benzodithiol-3-onu.

50. Zpusob podle podle naroku 49 vyznadujici se tim, zeR'je
methyl, B-kyanoethyl nebo 4-nitrofenylethyl; R? je trifenylmethyl; an je v

rozmezi od 1 do 50.

51. Slouéenina vzorce:

kde:

B je pyrimidin, purin, nebo jejich analog;

R' je fosfatova chranici skupina;

W je bud -NHR? nebo -OR’, kde R* je amino-chranici skupina a kde R’
je hydroxyl chranici skupina,

R? je vodik, hydroxyl, fluor nebo -OR’, kde R” je alkyl s 1 az 3 atomy
uhliku nebo hydroxyl chranici skupina; a

R* a R’ dohromady s dusikem, na ktery jsou navazany, tvofi
alkylaminovou nebo arylaminovou odstupujici skupinu, kterd ma do 40 atomu

vybranych ze skupiny sestavajici z uhliku, kysliku, siry a dusiku.

52. Sloucenina podle naroku 51, kde R? je vodik; a R* a R’ samostatné jsou
alkyl, aralkyl, cykloalkyl nebo cykloalkylalkyl majici celkové slouenych od 6

do 20 atomu uhliku.

53. Slou&enina podle naroku 44, kde R' je methyl, B-kyanoethyl nebo 4-
nitrofenylethyl; R* je trifenylmethyl; R je di-p-anisylfenylmethyl; a R* a R’
samostatné jsou isopropyl, sek.butyl, isobutyl, t.butyl, cyklohexyl nebo 2-

ethylhexyl.
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54. Sloucenina podle naroku 51, kde R? je vodik a kde R* a R’ dohromady
tvofi alkylenovy Fetézec obsahujici do 6 atomd uhliku v zakladnim fetézci a
celkové od 4 do 12 atomd uhliku s ob&ma koncovymi valenénimi vazbami
uvedeného fetézce navazanymi na atom dusiku, na ktery jsou R*a R’

navazany.

5S. Zpisob podle naroku 42 vyznaé ujici se tim, zeR?jevodik, a
ze R* a R’ dohromady a s dusikem, na ktery jsou navéazany, tvofi nasyceny
dusikovy heterocyklus, ktery ma do 10 atom@ uhliku nebo heteroatoma v
zakladnim fetézci a celkové od 4 do 20 atomd uhliku nebo heteroatomd
dohromady, tak, ze R* a R’ dohromady a s dusikem, na ktery jsou navazany,
obsahuji do tfi heteroatomi vybranych ze skupiny sestdvajici z dusiku, kysliku

a siry.

56. Sloucenina podle naroku 55, kde R! je methyl, B-kyanoethyl nebo 4-
nitrofenylethyl; R? je trifenylmethyl; a R* a R® spole&n& a s dusikem, na ktery
jsou navazany, jsou dimethylpipiridinyl, pyrrolidinyl, dimethylmorfolino-,
tetramethylmorfolino-, dimethylpyrrolidinyl, tetramethylpyrrolidinyl, nebo
tetramethylpiperidinyl.

S7. Zphsob syntézy oligonukleotid N3°'—P5 fosforamidatu na pevné nosiCové
fazi vyznacujici se tim, Z e zahrnuje kroky:

poskytnuti monomeru 3'-chrian&ného aminonukleosid-5'-fosforamiditu,
ktery ma fosforamiditovou aminoskupinu: a

interakci monomeru 3’-chrané&ného aminonukleosid-5"-fosforamiditu na
3’-primarni aminoskupinu oligonukleotid N3'—P5 -fosforamidatu vyménou
fosforamiditové aminoskupiny uvedeného monomeru s 3 'primarni

aminoskupinou oligonukleotid N3'—P5 fosforamidatu.

58. Zplsob podle naroku 57 vyznag ujici se tim, zeuvedena
fosforamiditova aminoskupina uvedeného chran&ného monomeru

aminonukleosid-5-fosforamiditu ma pKa alespori 8.
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59. Zpisob podle naroku 58 vyznadujici se ti m, Z e uvedeny krok

interakce déle zahrnuje vytvoreni N3'—P5 fosforamiditové vazby.

60. Zpisob podle naroku 59 vyznadujici se ti m, z e dale zahrnuje
krok oxidace uvedené N3'—P5 fosforamiditové vazby na formu

N3'—P5 fosforamidatové vazby nebo N3 —P5 fosforthioamidatové vazby.

61. Zplisob podle naroku 60 vyznadujici se ti m, Z e tetrazolova
aktivacni rovovazna konstanta uvedeného monomeru 3’-chranéného

aminonukleosid-5'-fosforamiditu je alespofi 100 M™".

62. Zpisob podle naroku 61 vyznadujici se ti m, ze dale zahrnuje

krok nékolikanasobného opakovani uvedenych krokd interakce a oxidace.

63. Zplsob podle naroku 62 vyznadujici se tim, % e uvedena

nékolikanasobnost znamena dvakrat.

64. Zptisob podle naroku 63 vyznadujici se ti m, Z e zahrnuje krok
pfekryti uvedenych 3’-primarnich aminoskupin, které brani interakci s

uvedenym monomerem 3'-chranénym aminonukleosid-5'-fosforamiditem.
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§urovy oD = 96
Cistota produktu plné délky=42,4%

-

10N-Vyménna HPLC 5"-AAC-GAG-TTG-GGG-CAT-3"

-
Obr.3a

Surovy OD = 70,8
Cistota produktu plné délky=62%

10N-V¥ménna HPLC 5°-TTC-TCT-CTC-TA-3"
Obr.3b
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