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(A)

(57) Resumo: METODO  PARA  PREPARAR UM
OLIGONUCLEOTIDEO, E, USQ DE CETONAS. E descrito um método
para preparar um oligonucleotideo compreendendo as etapas de a)
fornecer um composto contendo hidroxila com a férmula (A), em que B
€ uma base heterociclica e i) R, € H, um grupo 2’-hidroxila protegido,
F, um grupo amino protegido, um grupo O-alquila, um alquila O-
substituido, um alquilamino substituido ou uma ligagdo metileno c*?,
R; € OR’;, NHR"; , NR";R’3, em que Rz é um grupo protetor hidroxila,
um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo protegido, R";, R"3
séo independentemente grupos protetores amina, e Rs € OH ouii) Rz €
H, um grupo 2’-hidroxila protegido, F, um grupo amino protegido, um
grupo O- alquila, um alquila O-substituido, um alquilamino substituido
ou uma ligacédo metileno C4’-02’; R; € OH e Rs € OR’s e R’s € um grupo
protetor hidroxila, um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo
protegido ou iii) R, € OH, R3 é OR’;, NHR" 3, NR"3R"3, em que Rz e um
grupo protetor hidroxila, um nucleotideo protegido ou um
oligonucleotideo protegido, R";, R"; sdo independentemente grupos
protetores amina, e Rs € OR’s e R’s € um grupo protetor hidroxila, um
nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo protegido b) reagir o dito
composto com um agente de fosfitilagdo na presenca de um ativador
com a féormula (1) (ativador I).

R4
X4
Z\N* Ry .
/\ g

R Y
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__ +ARA PREPARAR UM OLIGONUCLEOTIDEO, E, USO DE
CETONAS”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invenc¢do diz respeito a métodos para preparar
oligonucleotideos.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Oligonucleotideos sdo compostos-chaves na ciéncia da vida
com papéis importantes em varios campos. Eles sdo, por exemplo, usados
como sondas no campo da andlise de expressdo genética, como iniciadores em
PCR ou para seqlienciamento de DNA.

Além disso, também existem inimeras aplica¢des terapéuticas
potenciais incluindo, por exemplo, oligonucleotideos anti-sentido.

O numero crescente de aplicagdes requer grandes quantidades
de oligonucleotideos, desta forma, existe uma necessidade continua de
desenvolver melhor método sintético.

Para uma revisdo geral ver, por exemplo, "Antisense - From
Technology to Therapy" Blackwell Science (Oxford, 1997).

Um tipo importante de blocos de construgdo na sintese de
oligonucleotideos sdo fosforamiditas; ver, por exemplo, S.L. Beaucage, M. H.
Caruthers, Tetrahedron Letters 1859 (1981) 22. Estes fosforamiditas de
nucleosideos, desoxirribonucleosideos e derivados destes sdo comercialmente
disponiveis. Na sintese de fase sélida normal 3 "-O-fosforamiditas sdo usados,
mas em outros procedimentos sintéticos 5"-O e 2 "-O-fosforamiditas sdo
usados também. Uma etapa na preparacéo destes nucleosideos fosforamiditas
¢ a fosfitilagdo dos nucleosideos (protegidos). Depois da fosfitilacdo as
amiditas preparadas sdo normalmente isoladas usando métodos de separagio
de baixo custo, por exemplo, cromatografia. Depois do isolamento, as
amiditas sensiveis tém que ser armazenadas em condi¢des especiais (por

exemplo, baixa temperatura, auséncia de agua). Durante o armazenamento, a
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qualidade das amiditas pode ser reduzida por certo grau de decomposi¢io e
hidrolise. Ambas as reagdes laterais podem aparecer e os resultados sdo
detectaveis. Mais comumente, o grupo hidroxila e grupos amino e outros
grupos funcionais presentes no nucleosideo sdo protegidos antes da
fosfitilagdo do grupo 3 "-, 5 "- ou 2 "-O hidroxila remanescente.

Estes fosforamiditas sfo entfo acoplados aos grupos hidroxila
de nucleotideos ou oligonucleotideos. O uso da amidita isolado pode resultar
em uma hidroélise parcial durante o acoplamento da amidita.

Fosforamiditas s@o compostos caros. Pregos tipicos para
desoxiamiditas sdo na faixa de € 40,00 por grama. Os blocos de construgdo
RNA correspondentes sdo ainda mais caros.

SUMARIO DA INVENCAO

E um objetivo da presente invencdo fornecer um método para
preparar oligonucleotideos que supera pelo menos algumas das desvantagens
da técnica anterior.

Em uma modalidade, a inveng¢do fornece um método para
preparar um oligonucleotideo compreendendo as etapas de

a) fornecer um composto contendo hidroxila com a formula:

em que

Rs B

Rz Ry
B € uma base heterociclica
e
1) R, € H, um grupo 2’-hidroxila protegido, F, um grupo amino
protegido, um grupo O-alquila, um alquila O-substituido, um alquilamino
substituido ou uma liga¢do metileno C4’-O2’

R; é OR’;, NHR”3, NR’3R”3, em que R’; € um grupo protetor
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hidroxila, um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo protegido, R,

£3)

R ; sdo independentemente grupos protetores amina,

e R; ¢ OH

i) R, € H, um grupo 2’-hidroxila protegido, F, um grupo
amino protegido, um grupo O-alquila, um alquila O-substituido, um
alquilamino substituido ou uma liga¢do metileno C4’-02’

R;é¢ OHe

Rs ¢ OR’s e R’5s € um grupo protetor hidroxila, um nucleotideo
protegido ou um oligonucleotideo protegido

ou

iii)) R, ¢ OH

R; é OR’;, NI—IR”g,r NR’3R”3, em que R’; é um grupo protetor
hidroxila, um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo protegido, R’s,
R’; sdo independentemente grupos protetores amina, e

Rs5 ¢ OR’s e R’s € um grupo protetor hidroxila, um nucleotideo
protegido ou um oligonucleotideo protegido

b) reagir o dito composto com um agente de fosfitilacdo na

presenga de um ativador com a férmula I (ativador I)

R4
X1
as
\N+ Ry
/\ ®
R Y

em que

R = alquila, cicloalquila, arila, aralquila, heteroalquila,
heteroarila

R;, R; = tanto H quanto formam um anel de 5 a 6 membros
juntos

X1, X» = independentemente tanto N quanto CH
Y = H ou Si(Ry);, com Ry = alquila, cicloalquila, arila,
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aralquila, heteroalquila, heteroarila
B = acido desprotonado para preparar um composto fosfitilado
c) reagir o dito composto fosfitilado sem isolamento com um
segundo composto com a féormula

Rs B

Ry Ry

em que Rs, R;, R;, B sfio independentemente selecionados,
mas tém a mesma defini¢do anterior,

na presenca de um ativador II selecionado do grupo que
consiste em tetrazol, derivados de tetrazol, 4,5-dicianoimidazol,
trifluoroacetato de piridinio e misturas destes.

De acordo com a inveng¢édo o composto fosfitilado € preparado
por fosfitilagdo do grupo hidroxila de um nucleosideo, um nucleotideo ou um
oligonucleotideo usando ativadores com férmula I que sdo preferivelmente
derivados de imidazol.

Sem purificagdo ou isolamento, a fosforamidita sensivel
preparada € acoplada aos grupos hidroxilas de nucleosideos, nucleotideos ou
oligonucleotideos na presenga de um ativador II, diferente de ativador I. Nio
existe isolamento da fosforamidita preparada, nenhuma separagdo da amidita
do ativador I. Preferivelmente, a reagdo continua no mesmo vaso de reacio.
Ativador II € usado na presenga de ativador I.

Os ativadores da técnica anterior para acoplamento de amidita
tém uma alta reatividade para a ativagdo da funcdo amidita. O uso de um
ativador como este para fosfitilagdo também produz certo grau de "sobre-
reagdo" (por exemplo, subproduto 3'-3"). Para superar este e outros problemas
a reatividade do ativador é modulada. Neste caso, a rea¢do parard

seletivamente no nivel de amidita substancialmente sem subprodutos, tal
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como subproduto 3'-3'. Somente este resultado (geracido in situ da amidita)
permite continuar a abordagem total iniciando com o acoplamento de amidita.

O ativador II tem a capacidade de induzir a etapa de
acoplamento. Depois da adi¢do do ativador II, a amidita iniciard com o
acoplamento da amidita.

E possivel usar como ativador II todos os ativadores
(diferentes dos ativador I) que sdo capazes de ativar a amidita preparada para
reagir com o composto contendo hidroxila da etapa c); isto é, tetrazol e
derivados de tetrazol. Derivados preferidos de tetrazol sdo
benzilmercaptotetrazol e etiltiotetrazol (ETT). Compostos adequados sio
selecionados do grupo que consiste em heterociclos contendo nitrogénio
tendo na forma desprotonada hidrogénio &cido, piridina, sais de piridina e
misturas destes. Os heterociclos contendo nitrogénio tém uma ligagdo N°-H,
isto €, N ndo sdo protonados. Estes compostos podem ser usados como sais
combinando com 4cidos, tais como os acidos H'B" em que B tem o mesmo
significado definido nas reivindica¢gdes. Um ativador II adequado adicional é
piridina, preferivelmente trifluoroacetato de piridinio.

Compostos preferidos sdo selecionados do grupo que consiste
em tetrazol, derivados de tetrazol, 4,5-dicianoimidazol, trifluoroacetato de
piridinio e misturas destes.

Depois do acoplamento, sdo tipicamente usados oxida¢do
(formagdo de PO) ou sulfurizagdo (formagéo de PS). Para a formac¢io de PO a
abordagem de peréxido é preferida. E possivel realizar esta reagdo sem
nenhuma etapa de reagdo (oxidagdo de iodo requer poucas etapas de
extracao).

No caso de sulfurizagdo, é possivel usar todos os reagentes
conhecidos para sulfurizagéo (isto €, PADS, S-Tetra, beaucage). Um reagente
preferido para formagdo de PS € enxofre. A diferenca de custo de produgio &

em favor do uso de enxofre.
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Em uma modalidade, a reagdo pode ser na presencga de
acetona.

O agente de fosfitilagdo também ser usado em razdo mais ou
menos equimolar comparada aos grupos hidroxila do composto contendo
hidroxila.

Em uma modalidade adicional, ele pode ser usado em um
excesso, por exemplo, 3 a 5 mol/mol de grupos hidroxila no composto
contendo hidroxila.

Em uma modalidade preferida adicional, um alcool polimérico
¢ adicionado depois da etapa b) de acordo com a reivindicacdo 1. Alcoois
poliméricos adequados incluem &lcool polivinilico (PVA), comercialmente
disponivel como PVA 145.000 da Merck, Darmstadt. Preferidos sio PVA
macroporosos com um tamanho de particula > 120 pm (80 %). Também,
membranas com grupos hidroxila ou outros compostos capazes de formar
enois sdo adequados.

O ativador I pode ser usado estequiometricamente,
cataliticamente (3 a 50 mol %, preferivelmente 10 a 30 mol %) ou em
excesso.

Em uma modalidade preferida, o ativador I tem a férmula

selecionada do grupo que consiste em
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em que

Y ¢ H ou Si(R4);, com R4 = alquila, cicloalquila, arila,
aralquila, heteroalquila, heteroarila

B = acido desprotonado

R € metila, fenila ou benzila.

A preparagdo destes ativadores estd, por exemplo, descrita em
Hayakawa et al, J. Am. Chem. Soc. 123 (2001) 8165-8176.

Em uma modalidade o ativador ¢ usado em combina¢do com
um aditivo. Aditivos podem ser selecionados da forma desprotonada dos
compostos com formula I e outras base heterociclicas, por exemplo, piridina.
Razdes adequadas entre o ativador e o aditivo sdo 1:1 a 1:10.

Em uma modalidade preferida, o ativador pode ser preparado
seguindo um procedimento "in situ". Neste caso, o ativador ndo sera isolado,
que resultou em melhores resultados da reagdo. Hidrélise ou decomposi¢do da
molécula alvo € suprimida.

Para uma fosfitilagdo de alto rendimento na posi¢do 3'- e/ou 5'
de oligonucleotideos (di, tri, tetra, penta, hexa, hepta e octidmeros), a
preparacio in situ do ativador e a combina¢do com um aditivo sdo preferidas.

Da forma descrita anteriormente fosfitilagdo € especialmente

usada na sintese de oligonucleotideos e de fosforamiditas de bloco de
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construgdo. Desta forma, em uma modalidade preferida, o composto contendo

hidroxila compreende uma fragdo de agucar, por exemplo, um nucleosideo ou

um oligbmero derivado destes. Tais nucleosideos s3o, por exemplo,

adenosina, citosina, guanosina e uracila, desoxiadenosina, desoxiguanosina,

5 desoxittimina, desoxicitosina e derivados destes, opcionalmente
compreendendo grupos protetores.

Normalmente, eles serdo adequadamente protegidos na sua

funcionalidade heterociclica e nos seus grupos que levam hidroxila exceto o

que deve ser fosfitilado. Tipicamente, dimetoxitritila, monometoxitritila ou t-

10 butildimetil-silila (TBDMS) s&o usados como grupos protetores para o grupo

5 'OH, permitindo fosfitilagdo do grupo 3'-OH. Grupos adicionalmente

possiveis sdo ésteres de fosfato e H-fosfonatos, ver, por exemplo

H
Ro o " O\\‘/N ) 0..\\I/N 0
N O  N_ 0
5P Y DMTrO o_ N\/I DMTIO — N\;’;
- 0
R o N._=
H H
" %o OYN 0 ? 0 0\\I/N o
0 .PZ PZ
o.__N__O > i
1.0 S o 0 I} N\Z ° ° [s] N\I
0o
‘ o Nz
I) CN CN
CN 9 0
e} H*}?:O H-P=0
]
GH o

5’-O-Posicéo 3’-0O-Posigdo 3’-0O-Posigdo
Para éster de fosfato e fosfodiéster, R pode ser selecionado de
alquila, arila, alquilarila. Fenila € preferido.
15 Grupos protetores hidroxila adicionais para 5°, 3' e 2' sdo bem
conhecidos na tecnologia, por exemplo, TBDMS.
Em geral, o agente de fosfitilagdo pode ser o0 mesmo que nas
reagOes de fosfitilagdo usando 1-H-tetrazol.

Em uma modalidade preferida, ele tem a féormula
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Z/\P/1

Rz

em que Z representa um grupo de partida por exemplo, -
CH,CH,CN, -CH,CH=CHCH,CN, para-CH,CcH,CH,CN, -(CHa),-
sN(H)COCF;, -CH,CH,Si(CsHs),CH; ou -CH,CH,N(CH;)COCF; ¢ R, ¢ R,
sdo independentemente grupos amino secundarios N(R3),, em que R; € alquila
com de 1 a cerca de 6 carbonos; ou R; é um anel heterocicloalquila ou
heterocicloalquenila contendo de 4 a 7 atomos, e com até 3 heterodtomos
selecionados de nitrogénio, enxofre, e oxigénio.

Um agente de fosfitilagdo tipico é 2-cianoetil-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidita.

Outros reagentes de fosfitilagdo preferidos sdo derivados de
oxazafosfolidina descritos em N. Ok et al., J. Am. Chem. Soc. 2003, 125,
8307 a 8317 incorporado pela referéncia. Este agente de fosfitilagdo permite a
sintese de oligonucleotideos em que o internucleotideo ligado pode ser
convertido a fosfortioatos de uma maneira estereoseletiva. Tais ligagdes de
fosfortioato internucleotidicas sintetizadas diastereoseletivas tém impacto
promissor no uso de fosfortioatos como medicamentos anti-sentido ou
medicamentos imunoestimulantes.

A figura 1 mostra um esquema de rea¢do de acordo com a
invengao.

Exemplos adequados de acidos desprotonados B~ sdo
trifluoroacetato, triflato, dicloroacetato, mesila, tosila, o-clorofenolato. Acidos
com um pKa abaixo de 4,5 sdo preferidos. Preferivelmente, eles tém uma
baixa nucleofilicidade.

Em uma modalidade, a reagdo ¢ conduzida na presenga de uma
peneira molecular para secar o meio de reagdo. Em geral, d4gua deve ser
excluida ou fixada por um meio de secagem durante a reacio.

E possivel tanto combinar o ativador I da presente invengio
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com o agente de fosfitilagdo quanto adicionar o componente hidroxila
posteriormente. Também € possivel combinar o ativador I com o composto
contendo hidroxila e adicionar o agente de fosfitilagdo em seguida.

No caso de usar um aditivo, o ativador é misturado com o
componente hidroxila antes de o agente de fosfitilacdo ser adicionado.

Para a geragdo "in situ" do ativador o acido selecionado é
preferivelmente adicionado depois da adigdo do aditivo em temperatura de
reacdo controlada.

O agente de fosfitilagdo pode ser adicionado antes ou depois
da adi¢do do acido selecionado.

Em relagdo a adi¢do de acido e agente de fosfitilacdo o
componente nucleosideo pode ser adicionado no final ou no inicio.

Em uma modalidade preferida, a base correspondente do
ativador, o composto contendo hidroxila, e o agente de fosfitilagdo sio
combinados e o 4cido € adicionado para iniciar a reag3o.

O composto fosfitilado (fosforamidita) € entdo acoplado a um
grupo hidroxila de um nucleosideo, um nucleotideo ou um oligonucleotideo
na presenca de ativador II.

Depois da reagdo com um composto da forma descrita
anteriormente, os triésteres preparados sdo oxidados. Oxidagdo pode ser usada
para preparar ligagoes de fosfato ou tiofosfato estaveis, por exemplo.

Da forma aqui usada, oligonucleotideos também cobre
oligonucleosideos, analogos de oligonucleotideo, oligonucleotideos
modificados, nucleotideo miméticos e similares na forma de RNA e DNA.
Em geral, estes compostos compreendem uma espinha dorsal de subunidades
monomeéricas ligadas onde cada subunidade monomérica ligada € diretamente
ou indiretamente anexada a uma fragfo heterociclica de base. As liga¢des que
unem as subunidades monoméricas, as subunidades monoméricas e as fragdes

heterociclica da base podem ser variaveis na estrutura aumentando uma
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pluralidade de causas para os compostos resultantes.

A invengdo € especialmente usada na sintese de
oligonucleotideos com a formula Xn, em que cada X € selecionado de A, dA,
C, dC, G, dG, U, dT e n = 2 a 30, preferivelmente 2 a 12, mais
preferivelmente 2 a 8 ou 2 a 6 e derivados destes compreendendo grupos
protetores. Modificagdes conhecidas na tecnologia sdo as modifica¢des das
bases heterociclicas, do aguicar ou das ligagdes que unem as subunidades
monomeéricas. Variagoes de ligagdes de internucleotideo estdo, por exemplo,
descritas em WO 2004/011474, comegando na parte de baixo da pagina 11,
incorporada pela referéncia.

Derivados tipicos sdo fosfortioatos, fosforoditioatos,
fosfonatos de metila e alquila e derivados de fosfonoaceto.

Modificagdes tipicas adicionais sdo na fra¢do agucar. A ribrose
tanto € substituida por um agucar diferente quanto uma ou mais das posi¢des
sdo substituidas com outros grupos, tais como F, O-alquila, S-alquila, N-
alquila. Modalidades preferidas sdo 2 "-metila e 2 "-metoxietoxi. Todas estas
modificag¢des sdo conhecidas na técnica.

Com relacgdo a frag¢do heterociclica da base, existem inUmeras
outras bases sintéticas que sdo usadas na tecnologia, por exemplo, 5-metil-
citosina, S5-hidroxi-metil-citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina,
derivados de 6- ou 2-alquila de adenina e guanina, 2-tiouracila. Tais
modificagdes também estdo descritas em WO 2004/011474 iniciando da
pagina 21.

Quando usadas na sintese, estas bases normalmente tém
grupos protetores, por exemplo, N-6-benziladenina, N-4-benzilacitosina ou N-
2-isobutiril guanina. Em geral, todos os grupos reativos que nio se destinam a
reagir em uma reacdo adicional tém que ser protegidos, especialmente os
grupos hidroxila do agucar.

Em modalidades relacionadas a sintese de oligonucleotideos,
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usa-se conduzir a rea¢do na presen¢a de aldeidos ou cetonas que podem ser
usados tanto como um meio de reagdo quanto como um co-solvente para
outros solventes.

Compostos adequados sdo os que podem formar endis.
Compostos tipicos t€ém a foérmula R;R,C = 0, em que R; e R, sdo
independentemente H ou consistem em 1 a 20 dtomos de carbono que podem
formar estruturas ciclicas sozinhos ou R, e R, formam sistemas ciclicos juntos
em que nem R; nem R; s@o H. Uma cetona muito preferida é acetona. A
presenga de acetona termina a atividade de qualquer quantidade de amina,
tipo diisopropilamina (DIPA), que é liberada durante o processo de
fosfitilagdo. Isto pode ser usado para a fosfitilagio de oligonucleotideos
pequenos e grandes com resultados similares (nenhuma decomposi¢do).
Outros compostos de cetona com a férmula RX-C(=0)-Ry em que Rx e Ry
sdo independentemente alquila C;-Cs ou formam um cicloalquila junto
também podem ser usados desde que eles sejam capazes de formar enolatos
na presenca de, por exemplo, aminas que t€m um grupo CH,- na posi¢io a.

A invengdo ¢ adicionalmente explicada pelos seguintes
exemplos ndo limitantes.
Exemplo 1
Sintese de 5-O-DMTr-T-T-3"-O-Lev cianoetil fosfato triéster por meio de
preparagdo in  situ de  5'-O-DMTr-T-3'-O-fosforamidita  usando
trifluoroacetato de metil-imidazolio (MIT)

5,0 g de 5'-O-DMTr-T-3'-OH (9,2 mmol, 1,0 eq.) e 2,34 g de
MIT (11,9 mmol, 1,3 eq.) sdo dissolvidos em 100 mL de diclorometano e 3 g
de peneira molecular 3A ¢ adicionada e a mistura agitada por 10 min. 3,8 mL
de 2-cianoetil N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita (11,9 mmol, 1,3 eq.)
sdo adicionados. A formagdo do 5'-O-DMTr-T-3'-O-fosforamidita é completa
depois de 2 horas. 3,28 g de 5'-OH-T-3'-O-Lev (9,64 mmol, 1,05 eq.) e 51 mL
de solug¢do de tetrazol (0,45 M, 22,95 mmol, 2,5 eq) sdo adicionados e



10

15

20

25

13

agitados durante a noite. O triéster de fosfito resultante é oxidado pela adig¢do
de 4,57 g de 12, 140 mL de THF, 35 mL de piridina e 4 mL de H,O. A reagdo
é completa depois de 10 min. A mistura de reagdo € evaporada, dissolvida em
300 mL de diclorometano, extraida com 200 mL de solugdo de tiossulfato de
s6édio saturada e entdo extraida com 200 mL de solugdo de hidrogeno
carbonato de sédio saturada. As camadas aquosas combinadas sdo extraidas
com 30 mL de diclorometano, as camadas orginicas combinadas s3o secas em
sulfato de magnésio e o solvente € evaporado. Rendimento 9,0 g (espuma
incolor): 98 %; Pureza (determinado por HPLC): 84 %.
Exemplo 2
Sintese de 5'-0-DMTr-dC®*-T-3' O-Lev cianoetil fosfato triéster por meio de
prepara¢do in situ de 5'-O-DMTr-dC*-3"-0-fosforamidita  usando
Trifluoroacetato de metil imidazolio (MIT)

108 mg de MIT (0,56 mmol, 1,5 eq.) e 224 mg de 5'-O-DMTr-
dC®%-3'-OH (0,37 mmol, 1,0 eq.) sdo dissolvidos em 9 mL de diclorometano e
300 mg de peneira molecular 3A sdo adicionados. 140 pL. de 2-cianoetil
N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita (0,44 mmol, 1,2 eq.) sdo adicionados
a solugdo agitada. A formagio do 5'-O-DMTr-dC¥-3'-O-fosforamidita é
completa depois de 30 min. A mistura é filtrada e 125 mg de 5'-OH-T-3'-O-
Lev (0,37 mmol, 1,0 eq.) e 2 mL de solugdo de tetrazol (0,45 M, 0,9 mmol,
2.4 eq) sdo adicionados e agitados durante a noite. O triéster de fosfito
resultante € oxidado pela adi¢do de 10 mL de solugéo de oxidagdo (254 mg de
12, 7,8 mL de THF, 1,9 mL de piridina e 222 uL de H,O). A reagdo €
completa depois de 30 min. Rendimento (determinado por HPLC): 66 %.
Exemplo 3
Sintese de 5'-O-DMTr-dC%*-dG*"-3"-O-Lev cianoetil fosforotioato triéster
por meio de preparagdo in situ de 5' O-DMTr-dCP*-3' O-fosforamidita
usando Trifluoroacetato de metil imidazolio (MIT)

2,57 g de 5'-O-DMTr-dC”*-3'-OH (6,0 mmol, 1,0 eq.) e 1,76 g
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de MIT (9,0 mmol, 1,5 eq.) sdo dissolvidos em 6 mL acetona ¢ 6 mL
acetonitrila e 3,0 g de peneira molecular 3A sdo adicionados. 2,46 mL de 2-
cianoetil N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita (7,74 mmol, 1,3 eq.) sdo
adicionados a solugdo agitada. A formacgio do 5'-O-DMTr-dCB%-3'-O-
fosforamidita ¢ completa depois de 30 min. Esta solugdo € filtrada e
adicionada a uma solugdo de 2,48 g de 5'-OH-G™®"-3'-O-Lev (5,7 mmol, 0,95
eq.) € 2,3 g de benzilmercaptotetrazol (12,0 mmol, 2,0 eq) em 20 mL de
diclorometano e 20 mL de acetonitrila e agitada por 30 min. A solugio
contendo o triéster de fosfito resultante é filtrada e sulfurizada adicionando 14
g de tetratioato ligado ao polimero (25,2 mmol, 4,2 eq.). A reagdo € completa
depois de 16 h. Rendimento (determinado por HPLC): 84 %.
Exemplo 4
Sintese de 5'-O-DMTr-dC*-dCP%-3' O-Lev cianoetil Jfosforotioato triéster por
meio de preparagdo in situ de 5'-0-DMTr-dG**-3 "-0-fosforamidita usando 20
Trifluoroacetato de metil imidazolio (MIT)

10 g de 5-O-DMTr-dC?*-3'-OH (15,8 mmol, 1,0 eq.) e 7,5 g
de MIT (39,5 mmol, 2,5 eq.) sdo dissolvidos em 30 mL de diclorometano e 30
mL de acetonitrila, 10 g de peneira molecular 3A s3o adicionados e a mistura
agitada por 30 min. 90 mL de 2-cianoetil N,N,N' N'-
tetraisopropilfosfordiamidita (28,4 mmol, 1,8 eq.) sdo dissolvidos em 15 mL
de diclorometano e 15 mL de acetonitrila. A solugio de 5'-O-DMTr-dCP%-3'-
OH e MIT ¢ adicionada gota-a-gota a solugdo agitada do 2-cianoetil
N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita. A formagdo do 5'-O-DMTr-dCP%-3'-
O-fosforamidita é completa depois de 30 min. Esta solug¢do € filtrada e
adicionada a uma solugdo de 5,43 g de 5'-OH-CP®%3'-O-Lev (12,6 mmol, 0,8
eq.) e 7,6 g de benzilmercaptotetrazol (39,5 mmol, 2,5 eq) em 90 mL de
dimetilformamida e 450 mL de acetonitrila e agitada por 10 min. A solu¢do
contendo o triéster de fosfito resultante € filtrada e sulfurizada adicionando 50

g de tetratioato ligado ao polimero (90 mmol, 5,7 eq.). A reag¢do € completa
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depois de 16 h. Rendimento (determinado por HPLC): 80 %.

Exemplo 5

Sintese de 5'-O-DMTr-dA*-dG™®*-3' O-Lev cianoetil fosforotioato triéster por
meio de preparacdo in situ de 5'-O-DMTr-dA%*-3"-O-fosforamidita usando
Trifluoroacetato de metil imidazolio (MIT)

5,0 g de 5°-O-DMTr-dAP*-3'-OH (5,8 mmol, 1,0 eq) e 1,8 g
de MIT (9,2 mmol, 1,6 eq.) sdo dissolvidos em 50 mL de acetona e 50 mL de
acetonitrila, 2,5 g de peneira molecular 3A sdo adicionados a mistura agitada
por 15 min. 3,0 mL de 2-cianoetil N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita
(9,5 mmol, 1,6 eq.) sdo adicionados a solugdo agitada. A formagdo do 5'-O-
DMTr-dAP?-3'-O-fosforamidita é completa depois de 1 h. Esta solugdo ¢é
filtrada e adicionada a uma solugio de 2,22 g de 5'-OH-G®"-3'-O-Lev (5,1
mmol, 0,94 eq.) e 2,9 g de benzilmercaptotetrazol (15,1 mmol, 2,6 eq) em 25
mL de diclorometano e 25 mL de acetonitrila e agitada por 40 min. A solugdo
contendo o triéster de fosfito resultante é filtrada e sulfurizada adicionando 2
g de tetratioato ligado ao polimero (3,6 mmol, 3,9 eq.). A reagdo é completa
depois de 16 h. Rendimento (determinado por HPLC): 71 %.

Exemplo 6

Sintese de 5'-0-DMTr-T-dG™"-3'-0-Lev cianoetil fosforotioato triéster por
meio de preparagdo in situ de 5' O-DMTr-T-3' O-fosforamidita usando
Trifluoroacetato de metil imidazodlio (MIT)

5,0 g de 5°-O-DMTr-T-3'-OH (9,2 mmol, 1,0 eq.) e 2,7 g de
MIT (13,5 mmol, 1,5 eq.) sdo dissolvidos em 50 mL de acetona ¢ 50 mL de
acetonitrila, 2,5 g de peneira molecular 3A sdo adicionados e a mistura
agitada  por 15 min. 3,0 mL de 2-cianoetil N,N,N',N'-
tetraisopropilfosfordiamidita (9,5 mmol, 1,03 eq.) sdo adicionados a solugdo
agitada. A formacgdo do 5'-O-DMTr-T-3'-O-fosforamidita € completa depois
de 1 h. Esta solugdo ¢ filtrada e adicionada a uma solugio de 4,44 g de 5'-OH-
Gi®"-3'-O-Lev (10,2 mmol, 1,1 eq.) e 5,3 g de benzilmercaptotetrazol (27,6
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mmol, 1,6 eq) em 50 mL de diclorometano e 50 mL de acetonitrila e agitada
por 2 h. A solu¢do contendo o triéster de fosfito resultante ¢ filtrada e
sulfurizada adicionando 30 g de tetratioato ligado ao polimero (54 mmol, 5,9
eq.). A reagdo € completa depois de 16 h. Rendimento (determinado por
HPLC): 90 %.
Exemplo 7
Sintese de 5'-0-DMTr-T-dC**-dCP%-dC%*-3' O-Lev cianoetil fosforotioato
triéster por meio de preparacdo in situ de 5'-O-DMTr-T-P(S)-dC?*-3'-O-
Josforamidita usando Trifluoroacetato de metil imidazdlio (MIT)

100 mg de 5°-O-DMTr-T-P(S)-dC8Z-3'-OH (0,10 mmol, 1,0
eq.) € 24,4 mg de MIT (0,11 mmol, 1,1 eq.) sdo dissolvidos em 10 mL
diclorometano, 200 mg de peneira molecular 4A s3o adicionados. 32 pL de 2-
cianoetil N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita (0,10 mmol, 1,0 eq.) sdo
adicionados a solugdo agitada. A formagdo do 5'-O-DMTr-T-P(S)-dCP%-3'-O-
fosforamidita ¢ completa depois de 24 h. 82 mg de 5’-OH-dCP%-3'-P(S)-dCP*-
3'-O-Lev (0,09 mmol, 0,9 eq.) e 366 pL de solugdo de tetrazol (0,45 M, 0,16
mmol, 1,6 eq) sdo adicionados e agitados por 45 h. O triéster de fosfito
resultante € sulfurizado adicionando 400 mg de tetratioato ligado ao polimero
em 72 h. Rendimento (determinado por HPLC): 58 %.
Exemplo 8
Sintese de 5'-0-DMTr-dC**-dG"*-dC?*-dCP*-3"-O-Lev cianoetil fosforotioato
triéster por meio de preparacdo in situ de 5' O-DMTr-dC%-P(S)-dG™®*-3' O-
Jfosforamidita usando Trifluoroacetato de metil imidazdlio (MIT)

100 mg de 5’°-O-DMTr-dC?%-P(S)-dG™®"-3-OH (0,09 mmol,
1,0 eq.) e 17,8 mg de MIT (0,09 mmol, 1,0 eq.) sdo dissolvidos em 10 mL de
diclorometano, 200 mg de peneira molecular 4A sdo adicionados. 28 pL de 2-
cianoetil N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita (0,09 mmol, 1,0 eq.) sdo
adicionados & solugéo agitada. A formagio do 5'-O-DMTr-dCP%-P(S)-dG™"-
3'-O-fosforamidita é completa depois de 3 h. 40 mg de 5’-OH-dCP%-3'-P(S)-
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dCP%-3'-O-Lev (0,04 mmol, 0,5 eq.) e 0,9 mL de etiltio solucdo de tetrazol
(0,25 M, 0,23 mmol, 2,5 eq.) sdo adicionados e agitados por 2 h. O triéster de
fosfito resultante € sulfurizado adicionando 200 mg de tetratioato ligado ao
polimero em 72 h. Rendimento 30 mg (14,1 umol, cristais brancos): 16 %;
Pureza (determinada por HPLC): 67 %.
Exemplo 9
Sintese de 5'-O-DMTr-dC®-dC%-dAP*-T-3' O-Lev cianoetil fosforotioato
triéster por meio de preparacdo in situ de 5' O-DMTr-dCP*-P(S)-dC?*-3' O-
Jfosforamidita usando Trifluoroacetato de benzil imidazdlio (BIT)
100 mg de 5’-O-DMTr-dCP%-P(S)-dCP*-3'-OH (0,09 mmol,
1,0 eq.) e 46 mg de BIT (0,17 mmol, 1,9 eq.) sdo dissolvidos em 5 mL de
acetona e 5 mL de acetonitrila, 500 mg de peneira molecular 3A sio
adicionados. 58 puL de 2-cianoetil N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita
(0,14 mmol, 1,5 eq.) sdo adicionados a solugio agitada. A formagio do 5'-O-
DMTr-dCP%-P(S)-dCP%-3'-O-fosforamidita & completa depois de 1 h. 41,3 mg
de 5’-OH-dAP%-3'-P(S)-T-3'-O-Lev (0,05 mmol, 0,55 eq.) e 43,7 mg de
benzilmercaptotetrazol (0,23 mmol, 2,5 eq.) sdo adicionados e agitados por
1.5 h. O triéster de fosfito resultante € sulfurizado adicionando 500 mg de
tetratioato ligado ao polimero em 72 h. Rendimento (determinado por HPLC):
70 %.
Exemplo 10
Sintese de 5'-O-DMTr-dG™-dG"*dG™*-T-dG™*-dG™*-3"-O-Lev cianoetil
fosfato triéster por meio de preparacdo in situ de 5' O-DMTr-dG™"-P(O)-
dG""-3' O-fosforamidita usando Ti rifluoroacetato de metil imidazolio (MIT)
200 mg de 5’-O-DMTr-dG*“-P(0)-dG**-3'-OH (0,18 mmol,
1,0 eq.) e 56 mg de MIT (0,27 mmol, 1,5 eq.) sdo dissolvidos em 5 mL de

acetona e 300 mg de peneira molecular sdo adicionados. 128 pl. de 2-cianoetil
N,N,N',N'-tetraisopropilfosfordiamidita (BisPhos) (0,4 mmol, 2,2 eq.) sdo
adicionados a solugdo agitada. A formagiio do 5-O-DMTr-dG™®"-3'-P(O)-
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dG™®"-3'-O-fosforamidita é completa depois de 15 min. 156 mg de 5°-OH-
dG®"-T-dG®"-dG™®"-3'-O-Lev (0,09 mmol, 1,0 eq) e 87 mg de
benzilmercaptotetrazol (0,46 mmol, 5,0 eq) sdo adicionados e agitados por 20
min. O triéster de fosfito resultante é oxidado pela adi¢do de 3,7 mL de
solugdo de oxidagdo (94 mg de 12, 2,9 mL de THF, 0,7 mL de piridina e 82
pL de H>0O). A reagdo € completa depois de 30 min. Rendimento
(determinado por HPLC): 51 %.
Exemplo 11
Sintese de 5'-O-DMTr-dG"*-T-3' O-Lev cianoetil fosfato triéster

200 g (312 mmol) de DMTr-dG”“-3'-OH e 80 g (408 mmol)
de MIT sé&o dissolvidos em 400 mL de diclorometano e 400 mL de acetona.
200 g de peneira molecular e 89 mL (1,25 mol) de NMI (N-metil-imidazol)
sdo adicionados. Em 15 °C, 109 mL (344 mmol) de BisPhos sdo adicionados
a solugdio agitada. A formacdo do 5'-ODMTr-dG™®"-3'-O-fosforamidita &

completa depois de 10 min. e a solugdo ¢ agitada naturalmente por mais 30
min. 88,4 g (260 mmol) de 5'-OH-T-3'-O-Lev e 83,4 g (624 mmol) de ETT
sdo dissolvidos com 600 mL de acetona e 600 mL de diclorometano. 100 g de
peneira molecular e 86 mL (1,08 mol) de NMI sio adicionados. A esta
solugdo agitada 800 mL da solugdo de fosforamidita sdo adicionados. A
reacdo € completa depois de 10 min e 46 mL de solugdo de perdxido de
butanona (Curox M400) s3o adicionados a mistura resfriada (banho de gelo).
A reagdo é completa depois de 5 min. Conversdo (determinada por HPLC):
100 %.
Exemplo 12
Sintese de 5'-O-DMTr-dG'®-T-3' O-Lev cianoetil fosforotioato triéster

1,0 g (1,56 mmol) de DMTr-dG®"-3'-OH e 368 mg (1,88

mmol) de MIT séo dissolvidos em 3 mL de diclorometano ¢ 3 mL de acetona.

1 g de peneira molecular e 154 pL (1,25 mol) de NMI sdo adicionados. Em 15
°C, 594 pL (1,87 mmol) de BisPhos sdo adicionados a solugdo agitada. A
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formagdo do 5'-O-DMTr-dG™®"-3'-O-fosforamidita é completa depois de 10
min. e a solugdo € agitada naturalmente por mais 30 min. 438 mg (1,29 mmol)
de 5'-OH-T-3'-O-Lev e 396 mg (3,07 mmol) de ETT sdo dissolvidos com 5
mL de acetona e 5 mL de diclorometano. 1 g de peneira molecular e 248 mL
(3,61 mol) de NMI s3o adicionados. A esta solugio agitada 5,5 mL da solugdo
de fosforamidita sdo adicionados. A reagdo é completa depois de 10 min e

A) 25 mg (7,8 mmol) de enxofre (Sg) e 2,5 mg de Na,Sx9H,;0O
sdo adicionados. A reagcdo € completa depois de 10 min. Conversido
(determinada por HPLC): 100 %

B) 25 mg (7,8 mmol) de enxofre (Sg) sdo adicionados. A
reagdo ¢ completada depois de 3 h. Conversdo 99 %.
Exemplo 13
Sintese de 5-O-DMTr-T-dC%-dG™*-T-T-dG™®*-3"-O-Lev cianoetil

fosforotioato triéster

5,0 g (4,9 mmol) de DMTr-T-dC?%-3'-OH e 2,4 g (12,3 mmol)
de MIT sdo dissolvidos em 10 mL de diclorometano e 10 mL de acetona. 8 g
de peneira molecular e 980 pL (12,3 mol) de NMI sdo adicionados. Em 15
°C, 3,13 mL (9,85 mmol) de BisPhos sdo adicionados a solugdo agitada. A
formagdo do 5'-O-DMTr- T-dC®” -3'-O-fosforamidita é completa depois de 10
min. e a solugdo € agitada naturalmente por mais 30 min. 100 mL de heptano
foram adicionados, decantados e 10mL de diclorometano e 10 mL de acetona
foram adicionados ao residuo resultante. 4,44 g (2,79 mmol) de 5'-OH- dG™"-
T-T-dG™®"-3'-O-Lev e 1,05 g (8,06 mmol) de ETT sédo dissolvidos com 15 mL
de acetona € 15 mL de diclorometano. 5 g de peneira molecular e 640 pL
(8,06 mol) de NMI s#o adicionados. A esta solugio agitada 20 mL da solugio
de fosforamidita sdo adicionados. A reacdo é completa depois de 10 min e
930 mg (3,09 mmol) de PADS sdo adicionados. A rea¢do é completa depois
de 10 min. Conversao (determinada por HPLC) 92 %.
Exemplo 14
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Sintese de 5'-O-DMTr-dC*-dA%- dC%*-dA”*-dC*-dAP%- dCP%-dAP*-3'-0-Lev
cianoetil fosfato triéster

860 mg (0,45 mmol) de 5'-O-DMTr-dCP%-dAB%. dCBZ-dAP%-
3-OH e 133 mg (0,67 mmol) de MIT sdo dissolvidos em 3 mL de
diclorometano e 3 mL de acetona. 800 mg de peneira molecular e 55 pL (69
mol) de NMI sdo adicionados. 214 pl. (0,65 mmol) de BisPhos sdo
adicionados a solugdo agitada. A formacdo do 5'-O-DMTrdCP%-dAB%- dCB2-
dAP%-3'-3'-O-fosforamidita é completa depois de 10 min. e a solugdo € agitada
naturalmente por mais 20 min. 30 mL de heptano foram adicionados,
decantados e 5 mL de diclorometano e 5 mL de acetona foram adicionados ao
residuo resultante. 545 mg (0,3 mmol) de 5'-OH-dG®"-T-T-dG™B"-3'-O-Lev e
117 mg (0,9 mmol) de ETT sdo dissolvidos com 3 mL de acetona, 3 mL de
diclorometano e 0,3 mL de DMF. 1 g de peneira molecular e 70 pL (0,9
mmol) de NMI sdo adicionados. A esta solugdo agitada 8 mL da solugdo de
fosforamidita sdo adicionados. A reagdo € completa depois de 30 min e 70 pL
de solucdo de peréxido de butanona (Curox M400) sio adicionados a mistura.

A reagdo € completa depois de 10 min. Conversédo (determinada por HPLC):

80 %.
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REIVINDICACOES

1. Método para preparar um oligonucleotideo, caracterizado

pelo fato de que compreende as etapas de:
a) fornecer um composto contendo hidroxila com a féormula:

B
R
3 o

Ry R,

em que

B € uma base heterociclica e

i) R, € H, um grupo 2’-hidroxila protegido, F, um grupo amino
protegido, um grupo O-alquila, um alquila O-substituido, um alquilamino
substituido ou uma liga¢do metileno C4- 02!,

R; ¢ OR’;, NHR’’;, NR’’;R’”;, em que R’; é um grupo
protetor hidroxila, um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo
protegido, R’’;, R"; sdo independentemente grupos protetores amina,

e Rs ¢ OH

ou

i1) R, ¢ H, um grupo 2’-hidroxila protegido, F, um grupo
amino protegido, um grupo O-alquila, um alquila O-substituido, um
alquilamino substituido ou uma liga¢do metileno C4- O2',

R;éOHe

Rs € OR’s e R’5 € um grupo protetor hidroxila, um nucleotideo
protegido ou um oligonucleotideo protegido,

ou

iii) R, € OH

R; é OR’;, NHR;, NR’’;R’>’3, em que R’; é um grupo
protetor hidroxila, um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo

protegido, R’’3;, R’’’; sdo independentemente grupos protetores amina, e
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Rs5 ¢ OR’s e R’5s € um grupo protetor hidroxila, um nucleotideo
protegido ou um oligonucleotideo protegido,
b) reagir o dito composto com um agente de fosfitilagdo na

presenca de um ativador com a férmula I (ativador I)
R1
IS
XZ\N+ R, o
R/ \Y

R = alquila, cicloalquila, arila, aralquila, heteroalquila,

5 em que,

heteroarila,
R;, R, = tanto H quanto formam um anel de 5 a 6 membros
juntos
10 X1, X, = independentemente tanto N quanto CH,
Y = H ou Si(R4);, com R, = alquila, cicloalquila, arila,
aralquila, heteroalquila, heteroarila,
B” = 4cido desprotonado para preparar um composto
fosfitilado,
15 c) reagir o dito composto fosfitilado sem isolamento com um
segundo composto com a férmula

Rs B

Ry R,
em que Rs, R;, R,, B sdo independentemente selecionados,
mas tém a mesma defini¢do anterior na presenga de um ativador II diferente
de ativador 1.

20 2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o ativador de férmula I tem uma férmula selecionada do grupo
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que consiste em

vy O O

N——_
'i“\v T‘\Y z\v
v

R R
m IV
“{\Y \" Y
R R
v Vil

em que
Y ¢ da forma definida na reivindicagdo 1,

R é metila, fenila ou benzila.

3. Método de acordo com a reivindicag¢do 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o agente de fosfitilagdo tem a formula II

O R
z/ \p/ !

R,
em que Z representa um grupo de partida e R; € R, sdo
independentemente grupos amino secundarios.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

3, caracterizado pelo fato de que o agente de fosfitilagdo € 2-cianoetil-

N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidita.
5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a

4, caracterizado pelo fato de que o acido desprotonado é derivado do grupo

que consiste em 4cido trifluoroacético, dacido dicloroacético, acido

metanossulfonico, acido trifluorometanossulfénico, clorofenolato.
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6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de que a reagdo € na presenga de acetona.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1 a

6, caracterizado pelo fato de que o agente de fosfitilagdo € usado na quantidade de

1,0 a 1,2 mol/mol de grupos hidroxilas no composto contendo hidroxila.
8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

7, caracterizado pelo fato de que o agente de fosfitilagdo € usado na quantidade

de 3 a 5 mol/mol de grupos hidroxila no composto contendo hidroxila.
9. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1 a

8, caracterizado pelo fato de que um alcool polimérico é adicionado depois da

etapa b), de acordo com a reivindicagdo 1.
10. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1

a 9, caracterizado pelo fato de que o alcool polimérico € alcool polivinilico.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 10, caracterizado pelo fato de que o 4cido desprotonado é derivado do grupo

que consiste em 4acido trifluoroacético, acido dicloroacético, 4cido
metanossulfénico, acido trifluorometanossulfénico (triflato), clorofenolato e
misturas destes.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 11, caracterizado pelo fato de que a reagdo € na presenca de acetona.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que pelo menos 95 % (p/p) do meio de reagdo sdo acetona.
14. Uso de cetonas com a féormula RX-C(=0)-R,, em que Ry e
R, sdo independentemente alquila C;-Cg ou formam um cicloalquila junto,

caracterizado pelo fato de ser como um meio de reagdo ou co-solvente na

sintese de oligonucleotideos.

15. Uso de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo

fato de que a cetona é acetona, butanona, pentanona, hexanona, ciclo-

hexanona ou uma mistura destes.
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RESUMO
“METODO PARA PREPARAR UM OLIGONUCLEOTIDEO, E, USO DE
CETONAS”
E descrito um método para preparar um oligonuéleotideo
compreendendo as etapas de a) fornecer um composto contendo hidroxila

com a férmula (A),
Rs

R; R,
em que B é uma base heterociclica e i) R, € H, um grupo 2’-hidroxila
protegido, F, um grupo amino protegido, um grupo O-alquila, um alquila O-
substituido, um alquilamino substituido ou uma ligagdo metileno C4’-02’; R;
¢ OR’;, NHR';, NR';R’;, em que R; € um grupo protetor hidroxila, um
nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo protegido, R, R’y sdo
independentemente grupos protetores amina, ¢ Rs ¢ OH ou ii) R; ¢ H, um
grupo 2’-hidroxila protegido, F, um grupo amino protegido, um grupo O-
alquila, um alquila O-substituido, um alquilamino substituido ou uma ligagdo
metileno C4’-02’; R; ¢ OH e R5; é OR’5s e R’5 € um grupo protetor hidroxila,
um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo protegido ou iii) R, ¢ OH,
Rj3; é OR’;, NHR' 3, NR;R’”;, em que Rj; € um grupo protetor hidroxila, um
nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo protegido, R’;, R’3 sio
independentemente grupos protetores amina, ¢ Rs ¢ OR’s e R’s € um grupo
protetor hidroxila, um nucleotideo protegido ou um oligonucleotideo

protegido b) reagir o dito composto com um agente de fosfitilagdo na

presenca de um ativador com a férmula (I) (ativador I)
R4

X4
A
\N+
/ \
R Y

Ry _
B
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