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(54) PHUONG PHAP PIEU CHE POLYNUCLEOTIT

(57) Sang ché dé xuit _phuong phap diéu ché polynucleotit. Theo mot sb phuong an,
phuong phap nay bao gom viéc cho ché pham polynucleotit thir nhét chira: polynucleotit
co trinh ty gom 7, hodc nhleu hon, cdu trac siéu phan tir nucleosit va it nhat 13 hai ciu trac
siCu phan tu trong sd cac cu trac siéu phan tir nucleosit nay duoc nbi bang lién két lién
ciu trac siéu phan tr N3 -psthiophosphoramidat; va cac chat phan tmg va cic san pham
tong hop khong hudng dich; tiép xuc vi mubi cation da hoa tri dé lam két tia mudi
polynucleotit chura it nhat 1a mot ion di cation da hoa tri; va tach mudi _polynucleotit ra
khoi ché pham polynucleotit thir nhit di duoc tiép xuc dé tao ra ché pham polynucleotit
thir hai chira mudi polynucleotit. Theo cac phuong an nhat dinh, phuong phap nay con bao
gom viéc cho mudi polynucleotit tiép xuc voi nén sic ky pha dao; va ria giai ra khoi nén
sac ky nay che pham polynucleotit thir ba chira polynucleotit. Sang ché con dé xuat ché
pham chtra mubi ctia polynucleotit chira it nhat 1a mot ion d6i cation da hoa tri.
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Vién din chéo dén don c6 lién quan |
Theo khoan 119(e) ctia bo luét s6 35 ctia M§, don ding ky sang ché nay yéu
céu huéng quyén uu tién ctia don tam thoi M§ s6 62/151,891, nop ngay 23 thang 4

nam 2015, phén bdc 10 cha tai liéu nay duge dua Véb day bang cach vién dan.

Tinh trang ky thuit clia sing ché

Hoéa hoc polyme axit nucleic dd co6 vai tro nhit dinh trong nhiu céng nghé
phat _trién trong cac linh vuc dugc hoc, chén do4n va phén tich, va cu thé hon 13 troﬁg
cac [inh vuc phu v& phép tri lidu khang gen va d6i nghfa, héa hoc té hop, phuong
phap khuéch dai tin hidu ADN phén nhanh, va phép phén tich va chin doan ADN
dua trén mérig. Mot phan ctia héa hoc polyme nay da dugc hudng dén viéc cai thién
cuong do lién két, tinh déc hiéu, va tinh khang nucleaza clia cac polyme axit nucleic
| tu: nhién, nhu ADN. Céc lién két lién nucleosit & peptit axit nucleic (peptide nucleic
acid — PNA), phosphdrothioat, metylphosphonat va phosphoramidat 1a cac vi du vé
mdt s tac nhén hoéa hoc poiyme ma da duogc ap duhg cho céc polynucleotit dé dem
.lai mdt hodc nhidu thude tinh thich hop nhu tinh khang nucleaza, tinh hép thy té bao
va do hoa tan. | |

‘Polynucleotit N3’—P5’phosphoramidat c6 thé tao nén phuc kép 6n dinh véi
cac soi ARN va ADN bd tro, cﬁng nhu tao nén phirc ba 6n dinh véi phuc kép ADN,
va c6 tinh khang nucleaza. Da fhéy rang polynucleotit N3’ —P5’ thiophosphoramidat
duoc str dung 1am tac nhan déi nghia hiéu nghiém ca in vitré va in vivo. Cac hop
chét chtra polynucleotit ma uc ché hoat tinh telomeraza c6 thé dugc sir dung dé diéu
tri rbi ldan do telomeraza gy ra, nhu ung thu, vi céc té bao ung thu bidu hién hoat
tinh telomeraza va cac té bao sinh duéhg binh thuong ciia ngudi khong c6 hoat tinh
telomeraza & cac muc thich hop vé& mit sinh hoc. Do d6, cac phwong phap didu ché

va phan lép vpolynucleotit nay dang dugc quan tam.

Ban chat ky thuit ciia sing ché
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Cc khia canh cua sang ché bao gém cac phuong phap didu ché polynucleoﬁt.
Theo m@t.sé phuong an, phuong phép nay bao gdm viéc cho ché phdm polynucleotit
thir nhét chtra: polynucleotit c6 trinh tu gdm 7, hodc nhiéu hon, ciu tric siéu phan
tir nucleosit, trong doé it nhét 12 hai céu trc siéu phéan tir trong sd ééb cu tric siéu
phan tir nucleosit nay dugc 1ién két bang lién két lién cu tric siéu phan tir N3’ —P5’
thiophoéphoramidat' va céc chat phéan Ung va céc san phim téng hop khéong huéhg
dich; tiép xuc v6i mudi ctia catlon da hoa tri d& 1am két tua mubi polynucleot1t tht
v nhét, chtra it nh4t 12 mot ion dbi cation da héa tri; va tach mubi polynucleot1t ra khéi
~ ché phdm polynucleotit thir nhét da duoc tiép xtic d& tao ra ché phdm polynucleotlt
thtr hai chira muéi polynucleotit thtr nhit. Theo cac phuong 4n nhét dinh, phudng
phép nay con bao gbm viée Cho mudi polynucleotit thir nhét tiép xtc v6i nén sécv ky
pha dao; varira giai ra khoi nén sic k}'l nay ché phém polynucleotit thir ba chita mubi
polynucleotlt thr hai. Sang ché con d& xudt cac ché phim chia mubdi cia
polynucleotlt ké ca it nhit la mot ion ddi cation da héa tri. Theo mot sb phuong 4 an,
it nhit 13 mot ion ddi cation da héa tri duoc chon tir nhém gom magie, kém, nhom,

va canxi.

M6 ta van tat hinh vé
Ngudi ¢6 hidu biét trong linh vyc k§ thuat nay s& hiéu rang cac hinh v& dugc
mé ta dudi day chi nhim muc dich minh hoa. C4c hinh v& nay khong dwoc nhim dé
gidi han pham vi cua ndi dung boc 16 néy theo bat ky cach ndo.
Hinh 1 th8 hién cac phd sic ky long cao ap (I-[PLC) cua Imetelstat-Mg trong
~dung dich NaCl 1M & cac do pH khac nhau
 Hinh 2 thé hién két qua cua phan tich nguyén t6 dbi véi natri Imetelstat d&
duogc xtt ly béng nhiéu loai mubi khac nhau. |
‘Hinh 3 thé hién két qua cﬁa_phan tich nguyén t6 dbi véi natri Imetelstat da
dut_rc xir 1y bang mudi magie clorua véi duong luong tang dan.
 Hinh 4 thé hién két qué clia phan tich nguyén t6 d6i véi TEA Imetelstat da

duge xi Iy bang mubi magie clorua véi duong luong ting dan.
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Dinh nghia

Trudc khi mo td mot céch chi tiét hon cac phuong 4n lam vi dy, cac dinh nghia
duéi day dugce néu ra dé minh hoa va x4c dinh y .nghia va phani vi cua cac thuat ngl
duoc sir dung trong phéan mo ta nay. |

Céc thuét ngtt dudi day co céc y nghia néu du0’1 day trr khi c6 quy dinh khac.
Thuét nglt blét ky khéng dugc dinh nghia dugc hiéu véi nghia thong thuong dugc
cong nhan trong linh vuc k§ thuat nay. o

- Céc thuat ngit polynucleotit va oligonucleotit dugc dung thay thé 13n nhau
trong ban mo ta nay dé chi hop chit chira nhidu céu trac siéu phan tu gbc nucleosit
hoac géc nucleosit ma duoc lién két béng cac lién két lién nucleosit hodc céc lién
ké_t lién nucleosit. Bat cir khi nao polynucleotit duoc ‘thé hién bang trinh tu gér_n cac
chit c4i, nhuw “ATGUCCTG?”, thi cAn phai hiéu riing c4c nucleotit nay 13 theo thi tu
5°—3’ tir trdi sang phai va rang “A” biéu thi deoxyadenosm “C” biéu thi
deoxyxytldm “G” biéu th1 deoxyguanosm “T” biéu thi thymidin, va “U” biéu thi
deoxyuridin, trir khi dugc néu rd khac.

Thuat ngft “nucleosit” duge dung trong ban mo ta nay bao gdm céc nucleosit
tu nhién, ké.cé dang 2’- deoXy va dang 2’-hydroxyl, vi du nhu dugc boc 10 trong tai
.liéu:: Kornberg and Baker, DNA Replication, 2nd Ed. (Freeman, San Francisco,
1992). “Céc chét déng déng” lién quan dén nucléosit bao gbém céc ‘nucleosit tong
hop chira géc bazo da duogc cai bién va/hodc géc dubrig d& duoc cai bién, vi du, duoc
mo ta chuﬁg bdi Scheit, Nucleotides Analogs (John Wiley, New York, 19805. Céc
chat déng dang nay bao gdm céc nucleosit tbng hop da dugc thiét ké dé nang cao
cdc tinh chit lién két, vi du, mérc d én dinh, mirc d dic hiéu, hodc céc tinh chat
tudng tu, nhu da dugc bdc 16 boi Uhlmann va Peyman (Chemical Reviews, 90:543-
584, 1990). Theo mot sd phudng an, nucleosit hodc chét ddng déng nucleosit bao
gdm nhém 3’-hydroxyl hodc nhom 3’-amin.

'Céc thuat ngft “bazo”va “nucleobazo” dugce dung thay thé 14n nhau va duoc
dinh nglﬁa trong ban md ta ndy bao gbm (i) cac bazo ADN va ARN thong thudng
(uraxil, thymin, adenin, guanin, va xytosin), va (ii)' cac bazo da dugce cai bién hodac

céc chat tliohg tu bazo (vi du, 5-metyl-xytosin, 5-bromuraxil, hodc inosin). Chét
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tuong tw bazo 1a hda chat ma cAu tric phan t0r clia n6 gidng voi cau tric phan it clia
bazo thong thuong ctia ADN hoidc ARN. | |
| Thuét nglt “pyrimidin” dwgc dung trong ban mé ta nay co nghia la ééc
pyrimidin xuét hién & céac nucleosit tu nhién, ké ca xytosin, thymin, va uraxil, va cac
chét Vtuong tu thong thuong cua chiing, nhu céc loai chua phén ttr thé oxy, metyl,
propynyl, metoxy, hydroxyl, amin, thio, halo, va céc phan tir thé twong tw. Thuat
ngilt dugce dﬁng trong bén‘mé t4 nay con bao gdm pyrimidin c6 nhém bao vé thong
_thm‘mg d3 duoc gin, nhu N4-benzoylxytosin. Cac nhém bao vé pyrimidin khéc dang
duogc quan tdm bao gbm, nhung khong chi giéi han &, cdc nhém bao vé duge bdc 16
trong tai l1eu Beaucage and lyer, Tetrahedron 48: 2223 23 11 (1992) |
Thuat ngft purln” dugc dung trong ban mo ta nay cé nghla 1a cAc purin xudt
hién trong cac nucleos1t tu nhién, k& ¢4 adenin, guanin, va hypoxantin, va cac chit
twong tu thong thudng ctia chung, nhu céc loai chira phén tir thé oxy, mefyl,
propynyl, metoxy, hydroxyl, amin, thio, halo, va cac phén tir thé tuong tu. Thuét
ngit dugc dung trong ban mo ta nay con bao gf”_)m_ cac purin c6 nhom bao vé thong
_ thu’fmg d3 dugc gin, nhu N2'—benzoylguanin N2-isobutyrylguénin, N6-benzoyl-
‘adenin, Va céc loai tuong ty. Cac nhom bao vé purin thong thuong khac nita dugc
bdc 10 trong tai liéu: Beaucage and Iyer Tetrahedron 48: 2223-2311 (1992) Thuat
‘ngit “-dd dugc bao vé-” lam mot phan cua tén hoa hoc dugc dung trong ban mo ta
nay dé chi cac nhém bao vé di duoc cong nhén trong linh vuc k¥ t_hﬁét d6i v6i mot
géé cu thé ctia hop chét, vi du “hydroxyl-da dugc bao vé-5°” lién quan dén nucleosit
bao gdm triphenylmetyl (tc la, trityl), p-anisyldiphenylmetyl (tc 1a, monometo-
xytrityl hay MMT), di-p-aﬁisylphenylmetyl (tac 13, dimetoxytrityl hay DMT), va
cac loai tuong tl,i:; va mot nucleobazo dugc bao v€ lién quan dén nucleobazo bao
gém nguyén tir khac loai dd dugc bao vé bang mdt nhém nhu' dimetylamino-
formam1dln (DMF) benzoyl (Bz), isobutyryl, va cac loai twong tu. C4c nhom bao
vé da duoc cdng nhén trong linh vuc ky thuat nay bao gdm céac loai duwoc mo ta trong
céc tai liéu tham khdo dudi ddy: Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach
(IRL Press, Oxford, 1984) do Gait bién tdp; Amarnath and Broﬁom, Chemical
‘ ReViews, 77:183-217, 1977; Pon et al., Biotechniques, 6:768-775, 1988; Ohtsukét et
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al., Nucleic A‘cids Research,: 10:6553-6570, 1982; Ol igonucleotides, and Analogues:

| A Practical 'Approach (IRL Press, Oxford, 1991) do Eckstein bién tip, Greene and
Wuts, Protective Grbups in Orgdnic Synthesis, Second Edition, (John Wiley & Sons,
New York, 1991), Synthesis and App'lilcations of DNA and RNA (Academic Press,
New York, 1987) do Narang bién tip, Beaucage and Iyer, Tetrahedron 48: 2223-
2311 (1992), va céc tai liéu tham khao twong tu.

'AThuét ngit “polynucleotit N3’—=P5’ thiophosphoramidat” duoc dung trong
bén mo ta ndy c6 nghia 12 oligome, thuong 1a mach théng, ciia cac céu trac siéu phan
tt nucleosit duge lién két bang it nhat I3 mot dang lién két N3°—P5’ thiophosphor—
amidat. N6i chung, cac cAu tric siéu phén tir nucleosit bao‘gc‘ﬂ)m c4c nucleosit hodc
cac chét déng déng nucleosit, nhung cling c6 thé bao gdm céc géc tbng quéat hon c¢6
tinh chét hoa hoc twong hop, nhu dudng khong bazo va cac gbc hydrocacbon khac,
nhu duge mo ta trong cée tai liéu tham khao dudi day Newton et al., Nucleic Acids
}Research 21 1155-1162 (1993) Griffin et al., J. Am. Chem. Soc., 114 7976-7982
(1992); Jaschke et al., Tetrahedron Letters, 34:301-304 (1992); Ma et al., don quoc
t6 PCT/CA92/00423; Zon et al., don qubc t& PCT/US90/06630; Durandet al,
Nu_cléic Acids Research, 18: 63_53-6359 (1990); Salunkhe et al., J. Am Chem. Soc.,
114: 8768-8772 (1992); va céc tai liéu twong ty. Trong mot sd trubhg hop, thuét ngft
nay co ngh1a la polynucleot1t trong do tat ca cac lién két lién nucleosit ducc thay
thé bang cac dang lién két N3°—=P5 th1ophospho1amldat Do do, thuat ngu nay bao
gémlcac ohgomé “da dugc amit hoa” mot phan cting nhu hoan toan. Trong mot s6
truong h(_)*p, thudt nglt nay co nghia 1a p'olynucleotit, trohg d6 tAt ca cac lién két lién
nucleosit duoc thay thé b%ﬁg cac dang lién »ké't N3’—P5’ thiophosphoramidat va
vtrong do céc ééu trac siéu phén t&r nucleosit 13 cac nucleosit tur nhién hodc céé chét
tuong tu chung. Mbt polynucleotit N3’=P5’ thiophosphoramidat d6i tuong ma
trong d6 moi dang lién két 1a dang lién két N3’ —P5’ th1ophosphoram1dat (“da duoc
amlt hda hoan toan”) co thé duqc hop vao hoac duoc gan két vao cic oligonucleotit

“ho#ic cac polynucleotit khac dé tao oligome 16n hon ma “da dugc amit héa mot
phan”. Mot polynucleotit N3’—P5’ thiophosphoramidat theo séng ché c6 thé bao

gdm c4c nhém déu tan cing 3’ va/hodc 5’ thuan tién. Theo mot s6 phuong an,
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polynucleotit N3’—P5’ thibphosphoramidat bao gém nhém déu} tan cung 3’-
hYdroxyl hodc nhom déu tin cung 3’-amin. |

Céc thuat ngit “phosphat” va “nhém phosphat” dugc dung trong ban mo ta
nay h_hém bao trim nhém thiophosphat va nhém oxophosphat.

Thuét nglt “nhém amiri‘phospho'ramidit” dugc dung trong ban md ta dé chi
nhém amin, ~-NR*R5, d3 duoc gén vao nguyén tir phospho ctia nhém phosphor-
amidit, Va thuat ngit “nito phosphoramidit” dugc ding dé chi nguyén tir nito clia
nhém amin phosphoramidit. |

~ Thuat nglt ‘.‘alkyl” chi c4c nhém hydrocarbyl béo bdo hoa cb h6a tri mot gdm
tir .1 dén 10 nguyén tr cacbon Vé nhu 1 dén 6 nguyén tir cacbon (vi du, “alkyl ¢6 1
dén 6 nguyén ti cacbon”), hodc 1 dén 5 (vi du, “alkyl ¢ 1 dén 5 nguyén tir cacbon”),
hosic 1 dén 4 (vi du, “alkyl c6 1 dén 4 ngﬁyén tr cacbon”), hodc 1 dén 3 nguyén tu
“cacbon (vi du, “alkyl ¢6 1 dén 3 nguyén tir cacbon”). Thuét ngft nay bao gdm, vi du,
~cac nhom hydrocarbyl mach thing va méch nhanh nhu metyl (CHs-), etyl (CH3CHe-
), n-propyl (CHgCHZCHz—); isopropyl ((CH3).CH-), n-butyl (CH;CH,CH,CHo-),
isobutyl ((CH3),CHCH>-), sec-butyl ((CH3)(CH3CH2)CH—), t-butyl ((CH3)3C-), n-
pentyl (CHg.CHz(:HzCHzCHz-), va neopentyl ((CHz);CCHa-). |
' Thuét ngit “alkyl da dugc thé” duge ding dé chi nhém alkyl nhu duoc dinh
nghia trong ban mo ta nay, trohg d6 mot hodc nhidu nguyén ti caébon trong mach
alkyl dd duge thé tiy y béngm@t nguyén tir khac loai nhu -O-, -N-, -S-, -8(O);-
(trong d6 n bang 0 dén 2), -NR- (trong d6 R 1a hydro hogc alkyl) va co tir 1 dén 5
phﬁri tur thé dugc chon tir nhém gom alkoxy, alkoxy da duoc thé, xycloalkyl,
xycloalkyl da dugc thé, xycloalkenyl, Xycloalkenyl da duoc thé, axyl, axylamin,
| axyloxy, amin, aminaxyl, aminaxyloxy, oxyaminaxyl, azido, xyano, halog.en,
| hydroxyl, oxo, thioketo, carbdxyl, carboxylélkyl, thioaryloxy, thioheteroarjloXy,
thioheteroxyclooxy, thiol, thioalkoxy, thioalkoxy da dugc thé, aryl, afyloxy,
heteroaryl, heteroaryloxy, heteroxyclyl, heteroxyclooxy, hydroxyamin, alkoxyamin,
~ nitro, -SO-alkyl, -SO- aryl, fSO—heteroaryl, -S0;-alkyl, -SO»-aryl, -SO»- heteroaryl,
va -NR'R?, trong d6 R*va R” c6 thé gidng hodc khac nhau va dugc chon tir hydro,

-7-



35738

alkyl da dugc thé tuy v, xycloalkyl, alkenyl, Xyclo‘alker‘lyl alkynyl, afyl, heteroaryl
va dang d1 vong. Trong mot sb truong hop, “alkyl dugc thé” duge dung dé chi nhém
alkyl nhu dugc dinh nghfa trong ban md ta nay c6 tir 1 dén 5 phan tir thé duoc chon
tir nhém gbm alkoxy, xycloalkyl, xycloalkenyl, axyl, axylamin, axyloxy, amin,
aminaxyl,‘ amihaxyloxy, oxyaminaxyl, azi'do, Xyano, hélogen, hydroxyl, carboxyl,
carboxylalkyl, thiol, thioalkoxy, aryl, aryloxy, heteroaryl, heteroaryloxy,
_ heteroxyclyl heteroxyclooxy, sulfonamido, va -NR°R", trong do Ra va RP c6 thé
g1ong hodc khic nhau va dugc chon tu hydro alkyl, Xycloalkyl alkenyl
Xycloalkenyl alkynyl, aryl, heteroaryl va dang di vong.

~ Thuat ngit “alkoxy” dugc dung de chi nhom O alkyl trong do alkyl 1a nhu
duoc dmh nghia trong ban md ta nay. Alkoxy bao gbm, vi du, metoxy, etoxy, n-
propoxy, isopropoxy, n-butoxy, t—butoxy, sec-butoxy, n-pentoxy, va cac chét umhg
tu. Thuat ngﬁ ‘%alkoxy” con dugc dung dé chi cac nhom alkenyl-O-, xycloalkylﬁO—,
Xycloalkehyl—O- va .alkyn}.ll-O— trong do alkenyl, xycloalkyl, Xycloaikenyl, va
alkynyl 1a nhu duoc dinh nghia trong ban mo6 ta nay.

Thuat ngit “alkoxy dugc thé” duoc ding dé ch1 nhom -O-alkyl d duoc thé, -
O-alkenyl da duoc thé, -O-xycloalkyl d& dugc thé, —O-Xycloalkenyl da duoc thé, va
V-O-alkyhyl duoc thé, trong do alkyl da duoc thé, alkenyl da dlioc thé, xycloalkyl d&
duoc thé, xycloalkenyl da dugc thé va alkynyl da duoc the 1a nhu du’oc dinh nghia
trong ban mo ta nay. | ' ' _

Thuét ngtt “axyl” duc}o dung dé ‘chi cac nhom H-C‘(O)-, alkyl-C(O)-,v -C(O)—
alkyl da duoe thé, alkenyl-C(O)-, -C(O)-alkenyl da duge thé, alkynyl-C(O)-, -C(O)-
avlkynyl‘dé duogc thé, xycloalkyl-C(O)-, —C(O)-xycloalkyl da duoc thé, xycloalkenyl-
| C(0)-, -C(O)-xycloalkenyl da dugc th.é, aryl-C(O)-, -C(O)-aryl da duoc thé,
heteroaryl-C(O)-, -C(O)—hetéi‘oaryi d3 dugc thé, ‘heteroxyclyl-C(O)-, va -C(O)-
heteroxyclyl dé dugc thé, trong d6 alkyl, alkyl da duoc thé, alkenyl, alkenyl da duoc
thé, alkynyl alkynyl da dugc thé, xycldalkyl xycloalkyl da d&oc thé, xycloalkenyl
xycloalkenyl da duoc thé, aryl, aryl di duogc thé, heteroaryl heteroaryl da du(m the
dang d1 vong, va dang di Vong du:oc thé la nhu dugc dmh nghia trong ban mb ta nay.
Vi duy, axyl bao gbm nhém ¢ ‘axetyl” CH3C(O)
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Thuét hgﬁ: “amin duoc thé” dugc dﬁng dé chi nhém —NRR, trong d6 rhéi R
duoc ch(_)'n mot céch déc 14p tor nhém gém hydro, alkyl, alkyl dd dugc tﬁé,
xycloalkyl, xycloalkyl da duoc thé, alkenyl, alkenyl da duoc thé, xycloalkenyl,
xycloalkenyl dd dugc thé,v ‘. élkynyl, éllkynyl d3 duoc thé, aryl, heteroaryl, va
heteroxyclyl, vé1 diéu kién la it nhét 12 mot R khong .phéi 14 hydro. |

Céc thuat ngtt “halo” hodc “halogen” dugc dung dé chi flo, clo, brom, va iot.

'Céc thuét ngfr “hydroxy” hogc “hydroxyl” duoc ding dé chi nhém -OH.

Cac thuat ngﬁ “heteroaryl” dugc dung dé chi nhém thom c6 tir 1 dén 15
nguyén tir cacbon, nhu tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon va 1 dén IO.nguyén ta khffxc
loai dugc chon tr nhém gdém oxy, nito, va luu huynh trong vong. Cac nhém
heteroaryl niy c6 thé c6 mot vong (nhu pyridinyl, imidazolyl hoac furyl) hozc nhiéu
vong ngung tu trong hé vong (vi dy, nhu trong cac nhém nhu, 1nd0hzmyl, quinolinyl,
benzofuran, benzimidazolyl hoéc benZothienyl), trong do it nhat 13 mot vong trong
hé vong la thom, véi didu kién 12 diém gén két 1a thong qua nguyén ti clia. vong
thom. Theo céac phuong an nhét dinh, (c4c) nguyén ti luu huynh va/hodc nito trén
vong ctia nhom heteroaryl dugc tuy y oxy hoa dé tao ré gbc N-oxit (N}—+ 0), sulfinyl,
hoéc sulvfonyl. Thuat ngf nay bao gom, vi dy, pyridinyl, pyrolyl, iﬁdolyl, thiophenyl,
va furanyl. Trix khi bj gi6i han khéc boi dinh nghia dbi v6i phan ti thé heteroaryl,
céc nhém heteroaryl nay cé thé dugc thé tuy ¥ bang 1 dén 5 phan tix thé, hodc tir 1
den 3 phan tir thé, duoc chon tir axyloxy, hydroxy, thiol, axyl, alkyl, alkoxy, alkeny
alkynyl, xycloalkyl, xycloalkenyl, alkyl da dugc thé, alkoxy da duoc thé, alkenyl da
duge thé, alkynyl da duge thé, xycloalkyl di duge thé, xycloalkenyl da duoc thé,
amin, amin dugc thé, aminaxyl, axylamin, alkaryl, éryl, aryioxy, azido, carboxyl,
carboxylalkyl, xyano, halogen, nitro, heteroaryl, heteroaryloxy, heteroxyeclyl,
heteroxyclooxy, aminaxyloxy, oxyaxylamin, thioalkoxy, thioalkoxy' da duoc thé,
thioafylbxy,' thioheteroaryloxy, -SO-alkyi, -SO-alkyl da duogc thé, —‘SO-aryl, -SO-
heteroaryl, -SO»-alkyl, -SO»-alkyl da duoc thé, -SOr-aryl va -SOz- heteroaryl, va
trlhalometyl Trong cac truong hop nay, nhém heteroaryl ma dugc thé bang tir'l dén
5 phan tir thé (V1 du, nhu dugc bde 16 trong ban mo ta nay) duge goi la “heteroaryl

duqc thé”.
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Cac thudt nglt “di Vc‘)11g"’,“dang di Vc‘)ng”,“heteroXycloalkyl”, va
“heteroxyclyl” duoc dung dé chi nhom béo hoa hoic khong bio hoa c6 mot vong
don 1é hoac nhiéu vong ngung tu, ké ca cac hé vong X04n va d&qc dung hop béb cAu,
va ¢6 tir 3 dén 20 nguyén ti cia vong, ké ca 1 dén 10 nguyén tir khe’tc loai. Cﬁc
nguyén t cla vong nay du:qé lua chon tir nhém gbm nito, luu h_uﬂmh, hodc oxy,
trong d6, trong cac hé vong dugc dung hop, mdt hodc nhiéu vong trong sb cac vong
nayco thé 1a xycloalkyl, aryl hoac heteroaryl véi didu kién la diém gén két 1a thong
quavong khong thom. Theo céc phuong an nhét dinh, (cac) nguyén tu luu huynh
va/hodc nitocua nhém dang di vongdugc tuy y oxy hoadé dem lai cac gbc N-oxit,
-S(0)-, hogic -SO,-. | |

~ Céacvidy vé cac di vong va cac heteroaryl bao gbm, hhung khéng chi gidi
han &, azetidin, pyrol, imidazol, pyrazol, pyridin, pyrazin, pyrimidin, pyridazin,
indolizin, isoindol, indol, dihydroindol, indazol, purin, quino.lizin isoquinolin,
quinolin, phtalazin, naphtylpyndm quinoxalin, qumazohn xinnolin, pteridin,
carbazol, carbolin, phenantridin, acridin, phenantrolin, 1soth1azol phenazin,
isoxazol, phenoxazin, phenothlazm, imidazolidin, imidazolin, piperidin, piperazin,
indolin, ’phta.limit, 1,2,3',4-tetrahydroisoquinolin, 4,5,6,7-tetrahydrobenzo‘[b]—
thiophen, thiazol, thiazolidin, thiophen, benzo[b]thiophen, morpholinyl, thiomor-
~ pholinyl (con duge goi la thlamorphohnyl) 1,1- d1oxoth1omorphohnyl piperidinyl,
pyrohdln tetlahydroﬁu anyl va c4c chét tuong tu.

Trur khi bi gi6i han khac boi dinh nghia dbi v6i phén tir thé di vong, céc nhom
di vong nay co thé duoc thé tuy y bang 1 dén 5, hodc tir 1 dén 3 phan t0r thé, dugc
chon o alkoxy, alkoxy da duoc thé, xycloalkyl, xycloalkyl da dugc thé, xyclo-
alkenyl, xycloalkenyl d& dugc the axyl, axylamin, axyloxy, amin, amin dugc thé,
aminaxyl, aminaxyloxy, oxyaminaxyl, azido, Xyano, halogen, hydroxyl,: oxo,
thioketo, carbdxyl, carboxyialkyl, thioaryloxy, thioheteroaryloxy, thioheteroxyclo-
| be, thiol, thioalkoxy, thioalkoxy da dugc thé, aryl, aryloxy, heteroaryl, heteroaryl-
- 0Xy, heteroxyclyl, heteroxyclooxy, h}}droxyamin 'alkoxyamin nitro, .-SO—alkyl -S-
O- alkyl da duoc thé, -SO- aryl -SO- heteroaryl -SO»-alkyl, -SO,-alkyl da duorc the
-SOy-aryl, SOz-heteroaryl va di vong da duoc dung hop.
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- Thuét ngit “nitro” dugc dung @& chi nhém -NOz.}
Thﬁét ngit “oxo0” duoc dung dé chi nguyén tr (=O).

- Thuat ngit “thiol” ducjc dung dé chi nhom -SH.

Thuit ngit “thioxo” hodc “thioketo” dugc dung dé chi nguyén tir (=S). |

Ngoai ndi dung bdc 16 trong badn mé ta nay ra, thuat nglt “dugc thé”, khi dué’c
dung dé b6 nghia cho nhém hodc gbc chi dinh, con c6 thé c¢6 nghia 1a m6t hodc nhiéu
nguyén ti hydlo thuoc nhém hodc gde chi dinh ma mdi nguyen tt hydro dugc thé
mat cach doc 18p v6i nhau bang cac nhom phan ttr thé gidng hodc khéc nhau nhu
duogc dinh nghia dudi day.

“Ngoai cac nhém dugce 560 16 lién quan dén timg thuét ngit trong ban mo ta
ndy, cac nhom cta phan tir the dé thé mot hodc nhiéu hydro (ha1 hydro bat ky trén
mét cacbon c6 thé duoc thé bing =0, =NR’°, =N- OR70 =N, hodc =S) & nhém hodc
gbc chi dinh, trir khi duoc chi 18 theo cach khac, -R%, haio, =0, -OR”°, _QSR7O,
“NR¥R¥, trihalometyl, -CN, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, =Ny, -Nj, -SOQR7°, -SOgO‘
M, —S020R7°, -OSO,R, -OS‘()zO'Mﬂ -OSO,0R, -P(O)(O')Q(M%)z‘, -P(O)(ORm)-
O"M?, -P(O)(OR™),, -C(O)R™, -C(S)R™, -C(NR7)R™’, -C(0)O"M?*, -C(O)OR™, -C-
(S)OR, C(O)NRE‘OR80 C(NR7°)NRS°R'80 -OC(O)R™, -OC(S)R, - OC(O)O'M*,
-OC(O)OR7° -OC(S)OR™, | -NR°C(O)R°, NR7°C(S)R70 -NR°CO, M, -NR”°C-

' 02R7° NR7°C(S)OR7° “NR7’C(O)NR¥R¥, -NR™C(NR7)R™va -NR™C(NR)N-

- R8R¥®_ trong d6 RS dugc chon tir nhom ng alkyl, xycloalkyl, heteroalkyl, hetero-
xycloalkylalkyl, Xycloalkylélkyl, aryl, arylalkyl, heteroaryl va heter‘o'arylalkyl duoc
tiy y thé',‘r:n(:)i R ddc 1ap 1a hydro hodc R®; mdi R® dgc 1ap 1a R” hoic the(; céch
khac, hai R®, cing v6i nguyén tir nito ma ching lién két vao, tao thanh hetero-
Xyclbalkyl ¢6 5 canh, 6 canh hodc 7 canh ma cé thé tuy y bao gém tir 1 dén 4 nguyén
tor .trong s6 cac nguyén tir khac loai bé sung gidng hodc khac nhau duge chon tir
‘nhom g(k)er, Nva S, trong 36 d6 N ¢6 thé ¢ ph?m thé -H hodc C1¥C3 alkyl; va mdi
M 1a mdt ion ddi c6 dién tich duong don 1&. Mdi M c6 thé doc lap 13, vi du, mot
ion kidm, nhw K*, Na*, Li*; mét ion amoni, nhu "N(R®)s; hozc mét ion kiém fhé,

nhu [Ca?*]ys, [Mg?*]os, hodc [Ba?*]os (“chi s6 dudi 0,5 c6 nghia 1a mét ion trong s6
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cac ion déi cho céc ion kiém thd c6 hoa tri hai nay c6 thé & dang da duogc ion ﬁéa
cua hop chit theo séng ché va ion d6i con lai nhu clorua, hodc hai hop chit da duoc
ion héa dufoc boc 10 trong ban m6 ta nay c6 thé lam c4c ion d01 cho céc ion kiém thd
c6 hoa tri ha1 ndy, hoic mot hop chat d3 dugc ion hoa kép theo sang ché c6 thé lam
ion dbi cho céc ion kiém thd ¢6 hoa tri hai nay). Vi du cu the -NR3'R#* nhim bao
gbébm -NH,, -NH-alkyl, N-pyrohdmyl, N-piperazinyl, 4N-metyl-piperazin-1-yl va
N—morphohnyl

Ngoa1 ndi dung bdce 16 trong ban mo ta, theo mot phu’()’ng an nhat dinh, nhém
ma duoc thé cQ 1, 2, 3, hoac 4 phan tir thé, 1, 2, hodc 3 phan tir thé, 1 hodc 2 phan
tir thé, hoiic 1 phan tir thé.

Céﬁ phéi hiéu rang & tit ca cac nhom dugc thé dugc dinh nghia trén day, cic
polyme dat du@c béﬁg cach dinh nghia cic phan tir thé bang cac phan tir thé khac
cho chinh ching (vi dy, afyl da dugc thé ¢6 nhém aryl da dugc thé lam phan ti thé
ma chinh n6 dugc thé bing nhém aryl da duoc thé, nhém nay duge thé tiép bing
nhém aryl da duQ’c thé, v.v.) khéng nham duoc dy dinh dén trong ban md ta nay.
Trong céc truong hop néy,‘sé lan thé nhu vay t6i da 1a ba. Vi dy, viéc thé 1an luot
cac nho’m aryl da duge thé duoc dy li¢u cu thé trong ban mo ta nay bi giéi han & aryl
da duoc thé- (aryl d3 duogc thé)-aryl da duroc thé. |

| Trir khi duoc chi 16 theo cach khac, danh phap cua céc phan tir thé ma khong
duoc dinh nghia 18 trong ban md ta nay ¢6 duge béang cach goi tén phan dau ta_in cung
ctia nhém chire, tiép theo 1a nhém chire lién ké vé phia diém gén.

Déi voi nhom bat ky ,tfong s6 cac nhom duoce boc 10 trong'bén mo ta nay ma
cﬁﬁa mdt hodc nhidu phén tir thé, tat nhién can phai hiéu ring cdc nhém nay khéng
chira ph?m thé hodc kiéu hinh thé bat ky ma khong thuc té v& mit héa hoc lap thé
va/hodc khong kha thi vé mit tong hop. Ngoai ra, céc hop chét theo sang ché bao
¢dm tht ca cac chét ddng phén héa 13p thé phat sinh tir viéc thé céc hop chat nay.

Thuat ngit “mudi durgic dung”cé nghia la mubi ma cé thé chép nhén dugce dé
ding cho bénh nhéan, nhu dong vét c6 v (maéi c6 chc ion dbi c6 do an toan 6 thé

chép nhan duge dbi véi dong vat c6 vu theo ché do 1idu lugng nhét dinh). Cac mudi
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nay co thé duoc tao ra tir cac bazo hitu co hodc v6 co duge dung va tlr cac axit hitu
cohoac vo co duqé dung. Thuét nglt “mubi dugc dung” dugc dung dé chi cac mudi
diroc dung cua hop chit, céc mubi ndy duoc tao ra tir cac ion dbi hitu co va vo co
khac nhau d biét trong linh vuc k¥ thuét ndy va bao gdm, vi du, natri, va cac chét
tuong tu; va khi phan tir nay chira nhém chirc bazo, cac mudi cta cac axit hitu co
hodc v6 co, nhu hydroclorua, va loai tuong ty. Céc mubi dugc dung dang dugc quan
~ tam bao gém, nhung khéng chi gic’ri han &, cac mubi ctia nhém, amoni, arginin, bari,
benzathin, canxi, cholinat, etyléndiamin, lysin, lithi, magie, meglumin, procain, kali,
natri, trometamin, N-metylglucamin, N,N’-dibenzyletylen-diamin, cloprocain, di-
etanolamin, etanolamin, piperazin, k&m, diisopropylamin, trietylamiri, diisopropyl-
etylamih va trietanolamin. |
Thuét ngtt “mubi ctia chiing” c6 nghia 13 hop chét dugc tao ra khi proton cla
axit duoc thay thé bang cation, nhur cation kinﬁ loai hodc cation hitu co va loai ﬁrd‘ng
tw. Khi kha thi, mudi 1a mudi duoc dung, mic di diéu niy 1a khong bat bude déi véi
mubi cta cac hop chét trung gian ma khéng duoc du dinh dé dung cho bénh nhén.
Vi du, mudi ctia cac hop chét theo séng‘ ché bao gdm cac loai, trong do hop chat
dirqc proton héa bang axit hitu co hodc vé co dé tao ra cation, V61 bazo tiép hop cua
axit hitu co hodic v co 1am thanh phan anion ctia mubi. Cac mubi dang duoc quan
- tam bao gém, nhung khong chi gidi han &, cac mudi ctia nhém, amoni, arginin, bari,
benzafhin, canxi, xes.i, cholinat, etylendiamin, lithi, magie, meglumin, procain, N-
metylglucamin, piperazin, Kkali, natri, trometamin, kém, N,N’édibenzyletylen-
~ diamin, cloproéain, dietanolamin, etanolamin, piperazin, diisopropylamin, trietyl-
amin, diisopropyletylamin va trietanolamin. Can phai hiéu ring d6i v6i cdu tric bat
| ky trong s cac cu triic polynucleotit dugc bc 16 trong ban md t& ndy ma bao gdm
mach chinh ctia c4c lién két lién nucleosit, cac polynucleotit ndy con cé thé bao gdm
cac dang mudi thuén tién bét ky. Theo mot sb phumig an, cac dang co tinh axit cua
lién két lién nucleosit dugc b@c 16 cho don gian. Trong mdt sb truong hop, mudi cia
hop chét theo sang ché 12 mubi cation c6 héa tri mot. Trong céc tmbng hop nhét
dinh, mudi cua hop chit theo sang ché 1a mudi cation c6 hoéa tri hai. Trong mot sd

truong hop, muoi cia hop chat theo sang ché la muoi cation c6 hoéa tri ba.
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Thuét ngit “solvat” dugc ding dé chi phirc duge tao ra béng cach t6 ho*p phén
t dung moi véi phén tir hodc ion cia chét tan. Dung méi ¢ thé 1a horp chét hitu ca,
hop chét vo co, hodc h&n hop gdm ca hai. Mot sd vi du vé dung méi bao gbm, nhung
khong chi giéi han &, metanol, N,N-dimetylformamit, tetrahydrofuran, dimetyl-
sulfoxit, va nude. Khi dung 'méi 14 nuéde, thi solvat dugc tao ra 1a hydrat.

Céc thuat ngit “chat ddng phan 1ap thd” va “cc chét ddng phan 18p thé” dugc
dl‘mg dé chi cac hop chit ma c6 cing kha ning két ndi nguyén tr nhung khéc ve bb
- tri nguyén tu trong khong gian. Cac chét ddng phan 1ap thé bao gdm céc chét dong
phén cis-trans, cac chét déng phén E va Z, cac chét dong phan dbi anh, va cac chét
dong phan khéng dbi quang. -

- Thuét ngft “chit ddng phan hd bién” duoc ding dé chi cac dang xen k& clia
phan tir ma chi khéac biét vé& su lién két dién tr ctia cac nguyén tir Va/hoac ve vi tri
cta proton, nhu enol-keto. va cac chit dong phan hd bién imin-enamin, -NH-
P(=S)(OH)-0O- va -NH-P(=0)(SH)-O-, hodc céac dang ddng phéan hd bién cua cac
nhom heteroaryl chua bd tri nguyén tir ctia vong -N=C(H)-NH-, nhu pyrazol,
“imidazol, benzimidazol, triazol, va tetrazol. Nguoi 6 hiéu biét trong linh vuc k¥
thudt nay sé nhan thdy rang cac dang sép xép hd bién khac clia cac nhém dugc boc
16 trong ban mo ta nay 1a ¢6 'vthé c6. Vi du, can phai hiéu rang polynucleotit dugec md

t4 bang cau triic dudi day:
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con bao trim ca cau tric dudi day thé hién mot dang bo tri ho bién xen k& c6 kha
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ning cua cic nhom lién két:

O CH

§=P-CH
o~ 6 G T T A G A

xx:srmnpsmsnpsmbnﬁsz@mbws}i O;?

frong d6 “nps” 1a lién két thiophosphoramidat (-NH-P(=O)(SH)-O- hofe _NH-P-

(—S)(OH) -0-) ket ndi cacbon & vi tri 3’ cia nucleosit voi cacbon & vi tri 5’ cla
nucleosit lién ke Cén phai hiéu rang tat ca cac dang dong phan hd bién ctia hop chit
theo sdng ché dugc bao trum béi chu tric khi mot dang bb tri ddng phan hd bién c6
_ thé c6 cia nhom hop chit duge mé ta, ngay ca khi khong dugc thé hién mot cach cu
thé. Dang bb tri ddng phan ho bién thuan tién bat ky ctia nhom hop chét theo sang

ché ¢6 thé duoc st dung trong viéc md ta cac hop chét.

'Cn hidu rang thuat ngf “hoac mubi hodc solvat hodc chit dong phan 1ap thé
cia n6d” duoc du dinh bao trum tAt ca cac dang ho4n vi ctia cac mudi, cc solvat va
c4c chét d()ng phan 1ap thé, nhu solvat clia mubi duoc dung cta chét ddng phan 14p
thé cua hop chét theo sang ché. Cén phai hiéu rang thuat nglt “hodc mubi cta no”
duqc du dinh bao trum tAt ca cac dang hoan vi clia mudi. Can phai hiéu rang thuét
ngit “hodc mubi dugc dung ciia né” duge du dinh bao trum tAt ca cac dang hoan vi
ctia mudi. Can phai hiéu rang thuat ngft “hoac solvat cia né” duoc dy dinh bao trim
tht c4 cac dang hoén vi cua solvat. Can phai hiéu rang thuét ngtt “hodc chat dong
phan 1ap thé ctia n6” duge dy dinh bao trum tat ca cac dang hoan vi cua chit dong
phan 1ap thé. Can phai hidu ring thuét nglt “hoac chét dong phan hd bién cia n6”
duoc du dinh bao trum tt cé cac dang hoén vi ctia chét ddng phan hd bién. Do vay,

thuét ngft nay dugc du dinh bao trim solvat ciia mudi dugc dung ciia chét dong phan
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hd bién cla chét ddng phan 14p thé ctia hop chit theo sang ché.

Thuat nglt “dugc phan 1ap” dugc dung trong bin md ta nay véi nghia mo ta
hop chat dang duoc quan tAm ma & moi truorng khac v&i noi ma hop chét nay xuat
hién mot cach tu nhién. Thuat ngit “dugc phén lap” dugc dung v&i nghia bao gom
cac hop chét ma trong cac miu ma vé co ban duoc lam giau véi hop chét dang duoc
quan tAm va/hodc noi ma hop chét dang duoc quan tdm duge tinh ché mdt phan hoic
v& co ban duoc tinh ché.

Thuét ngft “vé& co ban dugc tinh ché” duoc ding trong ban mo ta nay dé chi
hop chét ma duoc 14y ra khoi mdi truong ty nhién cua nd va khong chra cac hop
phan khac mano gén lién trong ty nhién & muec it nhét 12 60%, it nhat 12 75%, it nhét
| 12 80%, it nhét 14 81%, it nhat 12 82%, it nhét 13 83%, it nhat 1a 84%, it nhét 13 85%,
it nhat 1 86%, it nhét 13 87%, 1t nhét 1a 88%, it nhét 13 89%, it nhat 12 90%, it nhét
1291%, khong co 1t nhéat 12 92%, it nhat 12 93%, it nhét 14 94%, it nhét 13 95% khong
coit nhAt 13 96%, it nhét 1a 97%, it nhét 1a 98%, it nhat 13 99%, hoidc khong nhiéu
hon 99%.

Thuét ngft “cac diéu kién sinh 1y dugc dung voi nghia bao trﬁm céc diéu kién
trong thich véi té bao sbng, vi du, céc dieu kién chi yéu 14 nude c6 nhiét do, do pH,
d6 min, v.v. tuong thich véi té bao sbéng. |

Khi mdt khoang tri sé duoc dé xuét, thi can phai hiéu rang moi tri s6 xen gifta,
tinh dén mot phan mudi don vi ctia gidi han dudi, trir khi o quy dinh rd rang khac,
gifta gi6i han trén va gidi han dudi ctia khoang d6 va tri s6 khac dugc néu hodc xen
gitta bt ky trong khoang da néu, dugc bao trum trong pham vi cua sang ché. Gidi
han trén va giéi han dudi ctia khoang nho hon nay c6 thé dugc dua mot cach doc lap
vao khoang nho hon, va cung duge bao trum trong pham Vi cua sang ché, phu thude
' Vao gi6i han loai trir cu thé bat ky trong khoang di dugc néu nay. Kh1 khoang duogc

" néu bao gdbm mot hodc ca hai g101 han, thi khoang loai trir mot trong hai hodc cé hai

gidi han bao gdm cfing dugc bao gdm theo séng ché.

Can phai luu y rang, cac dang sb 1t “mot” va “nd” duogc dung trong ban mo ta

nay va cac diém yéu céu bao ho kém theo bao gdm ca dang 56 nh1eu trir khi c6 quy
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dinh r8 rang khac. Can phéi luu y thém rang cac diém yéu cau bao hd c6 thé‘ dirqc
soan thao dé loai trir yéu tb tuy ¥ bét ky. Do vay, cach trinh bay nay dugc du dinh
lam co s& tién d& cho viée su dung thuat ngit co tinh loai trir nhu “chi riéng”, “chi”
va cac thuat ngit tuong tu lién quan dén viée list ké céac yéu tb ctia dlem yéu cau bao
hd, hodc viée sir dung gidi han “phu dinh”.

Céc dinh nghia khéc clia cac thuat ngtt co thé xuét hién trong ban md ta.

V1 du thye hién sang ché |

Nhu duge tom tit trén day, cac khia canh theo sang che bao gdm céc phu:cn«T
phap didu ché polynucleotit. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phap nay bao gom
viéc cho che pham polynucleotlt thir nhat chira: polynucleotit co trmh tur gom 7 chu
tric siéu phan tr nucleosit, hodc nhiéu hon, trong d6 it nhéAt 12 hai cdu tric siéu phin
tr trong sb céc cAu trac siéu phan tir nucleosit nay duoc két ndi bang lidn két lien
cAu tric siéu phéan tir N3’—P5’thiophosphoramidat; va céc chét phan tmg va céc sn
pham tdng hop khong hudng dich; tiép xtic véi mudi cation da héa tri d& lam két tha
mubi polynucleotit thir nhit chtra it nhét 1a mdt ion dbi cation da héa tri; va tich
mubi polynucleotit thir nhét khoi ché pham polynucleotit thir nhit da du:oc tiép xtic
8 tao ra ché pham polynucleot1t thtr hai chira muobi polynucleotlt thi nhat. Theo cac
phuong an nhét dinh, phuong phap nay con bao gbm viéc cho mubi polynucleotlt
tiép Xuc v6i nén sac ky pha dao; va rira giai khoi nén sic ky nay ché pham
polynucleot1t thir ba ké ca polynucleot1t Trong mot s6 truong hop, ché pham
polynucleotit thr ba chira mudi polynucleotit thir hai. Sang ché con d@ xuit ché pham
chtra mudi ctia polynucleotit gbm it nhét 12 mot ion ddi cation da hoa tri. Theo mét
sd phuong én, it nhét 1a mot ion dbi cation da héa tri dugc chon tur nhom gbm magie,
kém, nhom, va canxi.

Trude khi mé ta cac phuong 4n khéc nhau, can phai hiéu rang ndi dung boe
16 ctia ban mo ta ndy khong bi gi6i han & céc phuong 4n cu thé dugc md ta, va do
vy, tat nh1en co the thay d6i. Cling can phai hidu rang céac thuat ngf du’oc dung

trong ban mo ta nay chi nham muc dich md ta cac phuong an cu thé, va khong dugc
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du dinh gi4i han, vi pham vi cﬁa ndi dung bdc 16 s& chi bi gidi han boi cac diém yéu
chu bao ho kém theo. |
Cac d& muc duoc dﬁhg trong bén‘mé t4 nay chi nham muc dich bb cuc va
khéﬁg nén hiéu 13 gidi han d6i tuong duqc mé ta theo cach bét ky. Trong khi noi
dung bdc 16 dugc mo ta cﬁng véi cac phuong an khéc nhau, khong du dinh rang noi
dung boc 10 nay bi gisi han & cac phuong an d6. Trai lai, ndi dung boc 10 nay bao
trum céc lufa chon thay thé, cac cai bién, va cac phuong an tuong duong khac nhau
ma chuyén gia trong [inh vuc k¥ thuét nay hiéu duoc. |
“Trir khi dwoc dinh nghia khéc, tht ca cc thuét ngft khoa hoc ya k¥ thuat duoc
dung trong ban md ta nay co cung y nghia nhu thuong dugc hiéu bai ngudi c6 hiéu
biét trong linh vyc k¥ thuat cuia sang ché. Mic du cac phuong phép va chét liéu bat
ky tuong tu hodc tuong duong v6i loai c‘hiorc boc 16 trong ban mo ta néy cling ¢6 thé
duoc su dung trong viéc thuc hién hodc thir nghiém séng ché, cac phuong phap va
chit liéu dang dugc quan tdm nay dugc boe 10. Tét ca cac cong bd duoc d& cap trong
ban mo ta nay dugc dua vao day béng cach vién dan dé boc 16 va md ta cac phu:cmg

phéap Va/hoac chét liéu ma lién quan dén cac cong bd di dugce trich dan.

Viéc trich dan cdng bd bat ky 1a dé boc 16 né trude ngay nop don va khono
nén hiéu 13 su thira nhan rang cac diém yéu cau bao ho khong du’c_)’c huéng quyén
trude cong bb @6 vi sang ché truée. Hon nita, ngay cong bd duogc néu cb thé khac
- v6i ngay cong b6 thuc t& ma c6 thé duoc xac nhan mot cach doc 1ap.

ba théy r.%ng cac dau 'hiéu nhét dinh cta sang ché, ma dé r3 rang, dugc bdc 16
tfong ngit canh clia cdc phuong 4n riéng 18, cling ¢6 thé duge dé xuét két hop trong
mot phuong an. Ngugce lai, nhiéu d4u hiéu khac nhau ctia sang ché, ma, dé ngén gon,
duoc boc 10 trong ngir canh cia mét phuong an, cling c6 thé dugc dé xuét riéng r&
hodc ¢ dang t5 hop con thich hop bét ky. Tat ca cac dang t6 hop cua céc phuong an
theo séng ché dugc bao trim mot cach cu thé theo séng ché va dugc boc 10 trong
ban md ta nay nhu la mdi va tlng tQ hop duge boe 10 mot cach r1eng & va tach biét,
: dén mutc céc tb hop nay bao trum d6i twong ma, vi du, 1a cac hop ch_ét ma la cac hop

chit 6n dinh (tic 13, cac hop chit ma c6 thé duogc tao ra, duge phén 14p, dugc xac
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dinh dic tinh, va dugc thir nghiém vé hoat tinh sinh hoc). Ngoai ra, tht ca td hop con
cua cac phu(mg an khac nhau va cac thanh phan ca ching (vi du, céc thanh phan
ciia cac nhom hoa chat da duge liét ké trong céc phuong d4n md ta cac bién sb nay)
ciing dugc bao trum mot cach cu thé théo sang ché yé duoc bdc l(f)'tr_ong ban mo ta
nay nhu thé mdi va timg t5 hop con nay d& dugc bdc 16 cu thé va riéng biét trong
ban mo ta nay. | |
»Tét ca cac patent va cac cong b, ké ca cac trinh ty dugc bdc 16 trong cac
patent va cac cong bd nay, dugc vién dan trong ban mo ta nay, rd rang dugc dua vao
day bang cach vién dan. |
DPé mo ta chi tlet sang ché, trudc hét cac phuong phap didu ché polynucleo‘ut
dugc mo ta mc_)t cach chi tiét hon. Tiép theo, cac ché pham polynucleotit dang dugc

quari tam dé thuc hién cac phuong phép theo sang ché duoc tim hiéu.

Cac phwong phap didu ché

Céc khia canh theo sang ché bao gém cac phuorng phap diéu ché polynucleotit.
Theo mdt sb phurong 4n, phuong phép nay bao gdm viéc cho ché pham polynucleotit
thit nhét chira polynucleotit (V1 du, nhu dugc bdc 16 trong ban md ta nay) va cac tac
nhin va cac san pham tdng hop khong hudng dich, t1ep xtic véi mudi cation da hoa
tri dé 1am két tia mubi polynucleotit chira it nhat 13 mot ion dbi cation da hoa tri.
Viéc 1am két tia mudi polynucleotit bang cach 4p dung phuong phap theo sang ché
khién loai bo tit ca cac tac nhén va céc san pham tbng hop khong huéng dich dé hoa
tan. Theo mot sb phuong 4n, phuong phéap nay bao gbm viéc tach mudi polynucleotit
‘ra khéi ché phdm polynucleotit thir nhét d3 dugc tiép xuc @ tao ra ché pham
polynucleotit thir hai chira mudi polynucleotit. Theo cic phuong an nhat dinh, mdi
loai trong sb ché phdm polynucleotit thi nhat, mubi polynucleotit va ché pham
polynucleotit thir hai déu bao gom polynucleotit huéng dich co trinh tu gdm 7 cau
tric siéu phan tir nucleosit, hodc nhiéu hon, trong d6 it nhét 13 hai cAu tric siéu phén
tir trong s& cac cAu triic siéu phan tr nucleosit nay dugc lién két bang lién két lién

céu tric siéu phan tu N3’—P5’thiophosphoramidat (vi dy, nhu dugc bdc 10 trong
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bén mo ta nay).

Ché phém polynucleotit thi hai c6 thé chtra tc nhan va san phim tong hop
khong hudng dich véi lugng it hon so véi ché phdm polynucleotit thir nhét. Luong
t4c nhan va san pham tong hop khf)ng.hu:('mg dich it hon co6 nghiav la giam trong
luong 10% hodc nhiéu hon t1nh theo trong lugng cua tdc nhén va san phém tdng hop
khong hudng dich & ché phim polynucleotit thr hai so v6i ché phim polynucleotit
thir nhét, nhu giam 15% hodc nhidu hon theo trong lugng, giam 20% hozc nhiéu hon
theo trong lugng, giam 25% hodc nhiéu hon theo trong lugng, giam 30% hodc nhiéu
hon theo trong luong, giam 35% hodc nhiéu hon theQ trong lugng, gidm 40% hodc
nhiéu hon theo trong luong, giam 45% hoic nhiéu hon theo tfong lugng, giam 50%
hodc nhiéu hon theo trong luong, giam 55% hodc nhiéu hon theo trong lugng, giam
60% hodc nhiéu hon theo trong lrong, gidm 65% hodc nhiéu hon theo trong luong,
giam 70% hodc nhiéu hon theo trong luong, giam 75% hodc nhiéu hon theo trong
luong, giam 80% hodc nhiéu hon theo trong lugng, giam 85% hoéc nhiéu hon theo
trong luf(_mg,. giém 90% hoac nhiéu hon theo trong luong, hoic giam 95% hodc nhiéu
hon theo trong lugng. Do Véfty, cac phuong phép theo sang ché c6 thé géy két tha
chon loc polynucleotit huéng dich so véi tdc nhan va san phim téng hop khong
hudng dich. Theo cac phuong an nhét dinh, cic phuwong phap theo sing ché khién
tang mirc d6 chon loc cla qué trinh két tiia so véi phuong phap dbi chimg lam két
tua polynucleotit bang cach sir dung dung méi hitu co, nhu etanol nguyén chét hozc

“dung dich etanol (vi du, xem tai liéu: Crouse J, Amorese D (1987). “Ethanol
Precipitation: Ammonium Acetate as an Alternative to Sodium Acetate”. Focus 9
(2): 3-5). Murc d chon loc cao hon & qua trinh két tiia nghia 13 5% trong luong tac
nhan va san phim tong hop khong huéng dich, hodc nhiéu hon, duoc loai ra khoi
ché phdm polynucleotit thit hai so véi ché phdm dbi chiing, nhu 10% trong lugng
hoac nhiéu hon, 15% trong luong hodc nhiéu hon, 20% trong luong hodc nhiéu hon,
25% trong lugng hodc nhiéu hon, 30% trong luong hoic nhiéu hon, 35% trong luong
hoic nhidu hon, 40% trong luong hozic nhidu hon, 45% trong lugng hogc nhiéu hon,
50% trong luqng hodc nhiéu hon, 55% trong lugng hoidc nhiéu hon, 60% trong luong

hoac nhiéu hon, 65% trong luong hoic nhiéu hon, 70% trong luong hodc nhiéu hon,
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75% trong lugng hodc nhiéu hon, 80% trong lugng hoac nhiéu hon, 85% trong luong
hogc nhiéu hon, 90% trong luong hogc nhiéu hon, hodc 95% trong lugng hogc nhieu
hon, cac tac nhan va c4c sén pham tdng hop khong huéng dich duge loai bo. Luong
giam cua ééc tac nhén va céc san pham tong hop khong hudng dich so véi ché phim
polynucleotit thir nhét c6 thé duoc x4c dinh bing céch 4p dung céc phwong phap
thuén tién bét ky, vi du, béng cach ap -dl_mg phuong phap HPLC. =

Céc thuat nglt “polynucleotit tbng hop huéng dich” va “polynucleotit huéng
dich” duge ding thay thé 14n nhau trong ban md t& nay dé chi polynucleotit c6 trinh
tw nucleotit mong muén cu thé ma duogc téng hop trén nén theo phuong phap tong
hop polynucleotit pha rn timg budc thuén tién bét ky (vi du, nhu duge bde 19 trong
ban mo ta nay), va khi polynucleotit khong c6 nhém bao vé bét ky ma dugc sir dung
chi nhim muc dich thuc thi chibn luge tbng hop polynucleotit huéng dich. Cac nhom
bao vé ne‘ty c6 thé duogc loai ra khéi polynucleotit & cac budce cudi cliing clia phudng
phap tong hop pha rén, vi du, trong qua trinh khir bado vé cubi cing va phan cat
polynucleotit ra khoi nén d_é tao ra polynucleotit huéng dich. Thuat ngt “khong
huéng dich” dugc ding trong ban md ta nay dé chi thanh phan thuén tién bat ky, vi
du, hop chét, polynucleotit hodc din xuét cta nd, tdc nhan, v.v., hodc cdc hdn hop
cta chiing ma khong phai 1a san phim huéng dich mong mudn ciia phuong phép
tong hop. | |

Polynucleotit huéng dich c6 thé bao gdm sb luong cAu trac siéu phén tir
nucleosit thuan tién bAt ky, nhu tir 7 dén 500 cAu trac siéu phan tir nucleosit, tir 7
dén 100 cAu tric siéu phan tir nucleosit, tir 7 dén 75 céu trac siéu phén tir nucleosit,
tﬁ: 7 dén 50 céu. tric siéu phén ti nucleosit, tir 7 dn 40 ciu tric siéu phan ti
nucleosit, tir 7 dén 30 cu tric siéu phan ti nucleosit, tir 7 dén 20 cAu tric siéu phan
tir nucleosit, tir 7 dn 15 cau triic siéu phan t nuclebsit, tir 10 dén 15 cu trac sidu
phén tr nucleosit, hodc tu 1.3 dén 15 cAu trac siéu phan tir nucleosit. Trong mot sd
truong hop, polynucleotit huéng dich c6 tir 7 dén 100 cAu tric siéu phan tir nucleosit,
nhu tir 7 dén 50 cAu trac siéu phan tir nucleosit, tir 10 dén 50 cu tric siéu phan ti
nuéleosit, tir 10 dén 40 chu tric siéu phéan t& nucleosit, tr 10 dén 30 chu tric sidu

phan tir nucleosit, tr 10 dén 25 cAu trac siéu phan ti nucleosit, tir 10 dén 20 cau tric
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siéu phan tir nucleosit, tir 12 dén 18 cAu trac siéu phan tir nucleosit, hodc tir 12 dén
16 céu trac siéu phan tir nucleosit. Trong cac trudng hop nhét dinh, polynucleotit
huéng dich ¢6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hodc
25 chu trﬁq siéu phén tir nucleosit. |

Thuat ngit “tac nhan va san phim téng hop khong huéng dich” dugc ding
trong ban mo6 ta nay dé chi chung mdt loat thanh phan khéng huéng dich ma cé thé
c6 mat trong san phim tong hop tho theo phuong phap tbng hop polynucleotit pha
ran, bao gbm, nhung khong chi giéi han 0: cac san pham polynucleotit khong huéng
dich theo phuong phap téng hop, nhu céac polynucleotit cut, cac doan polynuclebtit
bit chop (tire 13, cac trinh ty ma dugc bit chop sau khi lién hop cAu trac siéu phan tir
khéng thanh), cic polynucleotit bao gdm x6a bo (tic 13, thiéu mdt hogc nhidu
monome hodc dime nucleosit hudéng dich, vi du, nhu duoc boe 16 trong ban mo ta
nay) va céc polynucleotit dugc tao dan xuét (vi dy, c4c trinh ty polynucleotit ma trai
qua phan ung phu khong mong mudn trong qua trinh tdng hop hoic phan cét); Ve‘L
cac tac nhan nhu gbe lién két da dugce phan cét, san phdm clia qua trmh khir bao vé,
vi du c4c san phim di bi loai bd nhém bao vé nhu san phim c6 nhom bao vé
phospho va san pham cé nhom béo vé bazo (vi dy, san pham c6 nhém bao vé amin
ngoai vong), chét phéan Ung cda qua trinh phan cat va/hodc chét tay tap clia qué trinh
phan cit va chit phan tng téng hop ton dw, nhu monome, dime, chét phan mg ctia
cac qué trinh lién hop, bit chop hodc khir bao vé.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac phuong phap giy Kbt tha chon loc
polynucleotit hudng dich so v6i cac tac nhan va cac san pham tong hop khong huéng
dich méa bao gdm céc polynucleotit c6 6 chu tric siéu phan tir nucleosit hogic ﬁ hon,
nhu 5 céu tric siéu phan tir nucleosit hodc it hon, 4 cAu tric siéu phan tir nucleosit
hoic it horn,‘ 3 c4u trac siéu phén tir nucleosit hodc it hon hodc 2 cAu tric siéu phan
tr nucleosit hodc it hon. Trong cac truong hop nhét dinh, tit ca cac tac nhan va cc
san pham tong hop khong huéng dich ma khéng 1a polynucleotit van d& hoa tan &
buée két tua chon loc clia phuong phap theo sang ché, va vi vy c6 thé duoc loai bd
mot cach d& dang khoi chét két tia mudi polynucleotit thu dugc.

Céac phuong phép theo sing ché c¢6 thé bao gbém viéc 1am két tha va tach
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polynucleotit huéng dich khoi ché pham tbng hop tho dé tao ra ché phdm
polynucleotit ma c6 mot vai tinh chét mong muon nhu gidm lugng tac nhan va san
phim tong hop khong hudng dich (vi dy, chét phan Ug cla qua trinh tong hop, chét
phan g cta qua trinh phan cit, chit tiy tap, nhém bao vé dugc loai bo, san pham
phu cua qua trinh phan ct (gbe lién két, nhém bit chop, v.v.), va doan polynucleotit
nho).

Theo mdt s6 phuong an, phuong phép theo sang ché bao gbm viéc lam két tia
polynucleotit ra khoi ché phim tong hop thod lam mubi cation da héa tri trude khi
tinh ché sic ky. Trong céc trudng hop nhét dinh, cdc phuong phép theo sang ché 1a
phuong phép tinh ché polynucleot1t huéng dich. Viéc lam két tia ché pham
polynucleotit thd bang céch sir dung mubi cation da hoa tri tao ra chat két tia mubi
polynucleotit chira it nhat 1a mot ion d6i cation da héa tri. Trong mot sb truong hop,
chat két tia mudi polynucleotit bao gbm hén hop gdm céc ion dbi cation c6 hoa tri
mét va da hda tri ma tao cap ion véi mach chinh polynucleotit polyanion. Cac thuat
ngit “mudi cation da héa tri” va “mubi da hoa tri” duoc dung thay thé 14n nhau trong
ban mo ta nay lién quan dén polynucleotit d& chi mudi polynucleotit ma bao gbm it
nhét la mot ion dbi cation da hoa tri ma ghép cé@p ion v6i nhom lién két lién céu tric
siéu phan tr anion ctia mach chinh polynucleotit. Trong mot sd truong hop, mubi
cation da hoa tri ciia polynucleotit bao gdm hén hop gdm cation hoa trj mot va cation
da hoéa tri. Theo mot sb phuong 4n, cation da héa tri c6 thé gay két tu polynucleotit
huéng dich bing cach ghép cap ion véi cac nhom lién két 1ién cAu tric sidu phén tir
anion ctia hai hodc nhidu mach chinh polynucleotit. Trong cac truong hop nhét dinh,
ion cation ¢6 hoa tri hai ghép cip véi hai polynucleotit khac biét dé tao dime. Trong
mét sb truong hop, c6 thé két tu thém polynucleotit nho céc twong téc da héa tri b
sung gian tiép nho céc cation da héa tri bb sung. Nhu vay, trong mot s6 truong hop,
cac phuong phap theo sang ché c6 thé gy ket tu chon 1oc va lam két tua polynucleotit

huong dich so véi céc tdc nhén va cac san phim tong hop khong huong dich.

Theo mdt s phuong an ctia phuong phép nay, it nhét 12 mot ion dbi cation da
hoa tri c6 hoa tri hai. Theo cac phuong 4n nhét dinh, it nhét 12 mét ion dbi cation da

héa tri duge chon tir nhém gom magie, kém va canxi. Theo mot s6 phuong 4an, it
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nhét 13 mot ion dbi cation da héa tri c6 hoa tri ba. Theo cac phuong 4n nhét dinh, it
nhat la mot ion d01 cation da hoéa tri 12 nhém. Theo mot s phuong 4n, mudi
polynucleotit con bao gbm ion d6i cation c6 héa tri mét. Trong céc trudng hop nay,
mudi polynucleotit 1a mudi hdn hop, vi du, mudi gdm hai ion ddi cation khéac nhau
tr& 1én. |

Phuong phép thuan tién bat ky 1am két tha polynucleotit c6 thé dugc 4p dung
& cac phuong phap theo sang ché. Budc cho ché pham polynucleotit thir nhét tiép
xtic v&i mudi cation da hoa tri d8 1am két tha mudi polynucleotit k& ca it nhat 1a mot
ion dbi cation da hoa tri co thé duoc thyc hién bang cach 4p dung cdc phuong phap
thuén tién bét ky. Céc cation da hoa tri thuén tién bht ky va cac mudi ctia chiing (vi
du, nhu duoc boc 16 trong ban md t nay) c6 thé duoc 4p dung & bude cho tiép xiic
8 tao ra chit két tha. Trong céac truong hop nhét dinh, mubi ctia polynucleotit bao
gém it nhét 13 mdt ion d6i cation da hoa tri dugc tao ra trong pha dung dich, vi du,
thong qua viéc bd sung mubi cation da hoa tri vao dung dich chtra polynucleotit. Sau
khi muéi cation da héa tri da dugc b sung vao dung dich, thi lic d6 chét két tia co
thé hinh thanh. Trong mét sb trudng hop, mubi cia polynucleotit chira it nhét 12 mot
ion déi cation da hoa tri ¢6 thé dugc tao ra trén nén trao dbi ion. C4c nén trao d6i ion
thuan tién bat ky c6 thé dugc sir dung & bude cho tiép xtic. Trong mot s6 truong hop,
nén trao dbi ion 1a nhya trao ddi cation manh. Theo mot sd phuong 4n cua phuong
phép nay, budc cho tiép xtic bao gbm viéc rira giai ché pham polynucleotit thir nhét
ra khoi nén trao d6i cation ma bao gdm cac ion dbi cation da hoa tri. Thuat nglt * ‘nén
trao ddi cation” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi nén ma chinh 1a anion va c6
kha ning ghép cép ion vdi chét phén tich cation, nhu cation da hoa tri dang dugc
quan tAm. Dung moi rira giai thuan tién bét ky co thé duoc st dung cho budc rua
giai ra khoi nén trao doi cation. Trong mdt s6 truong hop, chét két taa hinh thanh &
san phim rira giai sau khi mudi polynucleotit da dugc rua giai ra kh01 nén trao doi
cation.

'Céc phuong phap theo sang ché c6 thé duoc thyc hién trén ché phdm tbng hop
tho thuén tién bét ky chira polynucleotit téng hop hudng dich. Trong mot sd truong
hop, ché pham polynucleotit thir nhét 13 ché pham tdng hop thd chtra polynucleotit
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tdng hop huéng dich. Theo cic phudng 4n nhit dinh, ché phim polynucleotit thi
nhét 1a ché phdm ma 14 san pham phan cat ciia mdt polynucleotit hudng dich ra khoi
nén, sau khi tdng hop. Nhu vay, ché phim polynucleotit thit nhét c6 thé bao gém
mdt loat tc nhan va san pham tong hop khong huéng dich. Céc 'phu:(mg phap theo
sang ché 1am két tda chon loc mudi polynucleotit so véi cac tdc nhan va céc san
phim téng hop khéng huéng dich, phan nay van con trong dﬁng dich, va vi vay co
thé dugc loai bd mot cach dé dang ra khoi chét két tua thu duge.

Céc phuong phap tdng hop thun tién bét ky (vi du, nhu duge boc 16 trong
ban md ta nay) c6 thé duoc ap dung dé téng hop polynucleotit huwéng dich. Sau qua
trinh téng hop, polynucleotit huéng dich dugc phan cét ra khoi nén ma trén d6 thuc
hién qu4 trinh téng hop timg bude. Sau khi phan cét, polynucleotit huéng dich c6
chidu dai diy du c6 thé duoc tinh ché dé loai bd cac chit phan ng khong mong
mubn clia qué trinh phan cit va tong hop va dé loai bo cac doan polynucleotit khéﬁg
huc’mg dich, va cac chit dan xuét cta chung. Cac phuong phap theo sang ché bao
gdm viéc 1am két tha mudi polynucleotit chira it nht 1a mot ion déi cation da hoa tri
¢6 thé duoc thuc hién & giai doan thuén tién bit ky ctia qua trinh didu ché
polynucleotit hudng dich, nhu sau khi tdng hop va trude khi tinh ché séc ky pha déo.

'Céc thuat ngit “ché phim téng hop thd”, “ché phdm thd” va “polynucleotit
thd” duoc dung trong ban mo ta nay d8 chi ché phdm bao gdm céc san phdm tong
hop ctia quy trinh tbng hop polynucleotit pha rin ma duqc thu gom sau khi tong hop
thong qua viéc phan cét ra khoi nén téng hop pha rén, trong d6 ch_é pham nay khong
duoc tinh ché, tic 13 qua trinh tinh ché séc ky khong duge thyuc hién trén ché phém
nay. Thuét ngit tinh ché séc ky duge dung dé chi phuwong phap tinh ché thuén tién
bét ky ma bao gdm viéc 1am hép thu polynucleotit huéng dich vao nén sic ky va tiép
d6 rira giai va phén giai polynucleotit hudng dich ra khoi polynucleotit khong huéng
dich. Trong mét s6 truong hop, thuat ngit tinh ché séc ky duoc dung dé chi qua trinh
tinh ché sic ky pha dao.

Theo mét sé phuong an, phwong phép nay con bao gbm viéc tao ra ché phdm
polynucleotit thir nhét, trong d6 ché phim nay duoc tao ra theo quy trinh phan cét
sau khi tdng hop khoi nén tong hop pha rén. Cac budc bd sung thuan tién bat k}‘/ nhu
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cac budc 1am bay hoi, pha lodng hodc cd déic cling c6 thé duoc thyuc hién déi véi ché
phim tong .hqp thé trudc khi st dung ché pham thu dugc theo phuong phap theo
sang ché. Trong mot s6 truong hop, phuong phap nay con bao gbm viéc tong hop
polynucleotit huéng dich (vi dy, nhu dugc boc 19 trong ban md t4 ndy trén nén tong
hop pha ran). Theo cac phuong 4n nhét dinh, phuong phap nay con bao gbm Viéc
phéan cét polynucleotit ra khoi nén dé tao ra ché phim polynucleotit thir nhét.

Chét két tiia rin chira mudi polynucleotit c6 thé dugc tach ra khoi ché pham
polynucleotit thir nhét ma duoc cho tiép xtc véi mudi da hoa tri (tic 13, ché pham
polynucleotit thir nhit d& duoc cho tiép xic) bang cach ap dung phuong phap thudn
tién bat ky. Cac phuong phép tach dang dugc quan tim bao gbm, nhung khdng chi
gi6i han &, phuong phép ly tdm, loc, gan loc, va cac phuong phép tuong tu.

Trong mdt sd truong hop, viée tach chit két tia bao gdm mudi polynucleotit
duoc thyuc hién bang cach ly tim khi 4p dung luc ly tdm cho ché phim polynucleotit
thit nhat d3 duoc cho tiép xtc, vi dy, trong may ly tam, khién chét két tua tao théﬁh
vien két, vi du, & d4y cta vét chira. Sy hinh thanh vién két nho ly tAm c6 thé duoc
goi la quay ling chit két tia. Theo cac phuong an nhét dinh cua phuong phép nay,
budc tach bao gdm viée ly tim ché pham polynucleotit thir nhat da duoc tiép xtic dé
quay léng chét két tia mudi polynucleotit. Sau do, dich ndi c6 thé duoc gan loc ra
khéi éng nghiém ma khong 1am x4o trdn chat két tia, hogc duge rut khoi vat chira,
vi du, bang 6ng hut Pasteur. Quy trinh ly tdm c6 thé dugc lap lai véi dung dich rira.

Trong mot sd tru(‘mg‘ho*p, viéc tach chét két tia chira ca mudi polynucleotit
dat dugc bang céach loc. Théo mdt s phuong 4n cta phuong phap nay, bude tach
bao gdm viéc loc mudi polynucleotit ra khoi polynucleotit thir nhét d& duoc cho tiép
xtic. C6 thé sir dung bd loc va moi truong loc thuén tién bét ky & cac phuong phap
theo sang ché. Trong c4c trudng hop nhét dinh, viéc tach dat dugc theo cach loc sau
b.%mg cach st dung moi trudng loc ma duoc lua chon theo polynuéleotit hudng dich.

Theo mot sé phuwong 4n, phuong phap nay bao gbém: viéc cho ché phdm
polynucleotit thir nhét chira: polynucleotit ¢6 trinh tu gdm 7 cAu tric siéu phan tir

nucleosit hoic nhiéu hon va it nhat 13 hai cau tric siéu phan tir trong s6 nay duoc
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nbi bang lién két lién cAu trac siéu phan tr N3’ —P5’ thiophosphoramidat; va tac
nhan va san pham téng hop khong huéng dich; |

tiép xtc v6i mudi cation da héa tri d8 1am két tia mudi polynuéleotit thir nhét
chtra it nhét 1a m6t ion ddi cation da hoa tri; va

tach muéi polynucleotit thir nhét ra khoi ché phdm polynucleotit thir nhét da
duoc tiép xtc dé tao ra ché pham polynucleotit thr hai chira mudi polynucleotit.

Viéc tach chét két tia ra khoi ché phdm polynucleotit thir nhit da dugc tiép
xuc tao ra ché phdm polynucleotit thir hai chira mudi polynucleotit thit nhét. Trong
mdt sb trudng hop, viée 1am két tia chon loc mudi polynucleotit thir nhét bang cach
stt dung mudi cation da héa tri théng qua cac phuong phép theo sang ché tao ra ché
pham polynucleotit thir hai ma chira tic nhan va san phim tong hop khong hudng
dich véi luong giam. |

Sau khi 1am két tia chon loc, mudi polynucleotit theo sang ché luc d6 c6 thé
duoc chuyén hoéa thanh mubi polynucleotit d& hoa tan bang cach trao d6i cation it
nhét 12 mot ion dbi cation da héa tri cich xa polynucleotit va thay thé bang mot ion
d6i cation khac dang duoc quan tAm (vi dy, nhu duoc boc 19 trong ban md ta nay).
Nhu véy, cic phuong phép theo sang ché gy hinh thanh mot cach thuén nghich
mudi polynucleotit thur nhét chira it nhat 12 mot ion dbi cation da héé tri. Cac thudt
ngit “hinh thanh thuan nghich” va “trao déi thuan nghich” duogc dung thay thé 1an
nhau trong ban mo ta nay va nhim dé chi qua trinh didu ché mudi polynucleotit, Vi
du, béng cach két tia chon loc (vi du, nhu duge bdc 19 trong ban mo ta nay), trong
6 mudi da dugc hinh thanh, tiép d6 cling c6 thé dugc 1am phan ly dé trao ddi it nhat
1a mot mudi cation da hoa tri ra khoi mudi nay. Trong mot s6 truong hop, ‘mudi
polynucleotit ma khong d& hoa tan trong dung mdi bét ky c6 thé duogc goi 12 mubi
da duoc tao ra mot cach thuan nghich. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phap nay
bao gdm viée trao dbi it nhit 1a mot ion di cation da hoa trj cach xa véi mubi
polynucleotit thir nhét d tao ra mudi polynucleotit d& hoa tan thir hai, trong d6 viéc
trao ddi bao gém viéc phéri ly ion dbi cation da héa tri va ghép cép ion v6i mubi

cation dé hoa tan dang duogc quan tdm. Trong cic truong hop nhit dinh, mudi
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polynucleotit d3 hoa tan thir hai 13 mudi c6 héa tri mot. Trong cac truong hop nhét
dinh, mubi polynucleotit d3 hoa tan thit hai 1a mubi natri. Trong céc trudng hop nhét
dinh, mudi polynucleotit d& hoa tan thir hai la mubi trietylamoni. Trong mot sd
truong hop, polynucleotit thir nhat va thr hai 1 khéc biét véi nhau, tic 13, bao gbm
céc ion ddi cation khac nhau. Viéc phén ly céc mubi polynucleotit theo sang ché va
trao dbi it nhat 1a mét ion ddi cation da hoa tri c6 thé dat dugc béng cach ap dung
c4c phuong phap thuén tién bat ky. Trong céc trudng hop nhét dinh, viéc phan ly dat
dugc bang cach 4p dung sécvk)’/ pha d4o, vi du, nhu dugc bdc 16 trong ban m6 ta nay.
Trong mot s6 truong hop, séc ky trao dbi ion c6 thé duoc ap dung dé dat dugc su
phan ly. Theo cac phuong an nhét dinh, viéc phan ly mudi polynucleotit thix nhét dét
dugc bang cach hoa tan mudi trong dung mdi chira ion dbi catidn dang dugc quan
tam.

Sau khi tach, cac bude tinh ché tiép nita c6 thé dugc thuc hién ddi véi ché
phim pdlynucleotit thi hai. Theo mot s6 phuong an, phuong phép nay con bao gbm:
viéc cho mubi polynucleotit thir nhét tiép xtc véi nén sic ky pha dao; va rira giai
khoi nén sic ky nay ché phdm polynucleotit thir ba chira polynucleotit. Theo cac
phuong an nhét dinh, ché pham polynucleotit thi ba chira mudi polynucleotit thir
hai. Cac phuong phap séc k pha dao thuan tién bt ky c6 thé dugc 4p dung dé tinh
ché mubi polynucleotit. C4c phuong phéap sic ky pha dao va céc nén dang duogc quan
tAm bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, phuong phap tinh ché séc ky bang cach
ap dung sic ky pha dao ghép cip ion, sic ky pha dédo C18 va cac phuong phéap va
céc nén da duoc boc 10 trong tai liéu: Chen et al., Journal of Chromatography A,
Volume 1288, 3 May 2013, trang 73-81; va Zimmermann et al., Journal of
Chromatography A, Volume 1354, 8 August 2014, trang 43-55. Theo mdt sé phurong

4n, ché pham polynucleotit thir hai dugc nap mot céch truc tiép lén nén sic ky pha

dao. Thuat nglt nap mot cach truc tiép 1én nén nghia 13 ché pham polynucleotit thir
hai tao ra dugc bang cach ap dung phuong phép theo sang ché duoc bd sung mot
cach tryc tiép, vi dy, lam chét két tha rén da duoc phan 1ap, vao nén sic ky pha déo.
Trong mot sd trudong hop, nén séc ky pha dao 1a nhya c6 két cAu & dang cot va ché

phdm polynucleotit dugc bb sung 1én trén ting nhua. Theo cac phuong én nhét dinh,
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phuong phap nay con bao gbm viéc hoa tan ché phdm polynucleotit tht hai trong
dung méi. Cac dung moéi thuén tién bét ky c¢6 thé duge st dung, bao gbm, nhung
khoéng chi gidi han &, dung dich dém nudc, dung mdi hitu co ¢6 thé trén 14n duogc
v6i nudce va cac hdn hop ctia chiing. Trong céc trudng hop nhu vay, co thé cho dung
dich chtra ché phdm polynucleotit thir hai tiép xtc vi nén sic ky pha dao dé hap thu
polynucleotit vao nén trudc khi rira giai. |

 Trong mét sb truong hop, viéc cho tiép xtic bao gbm viéc hép thu
polynucleotit 1én trén nén sic ky pha dao va tiép d6, rira giai polynucleotit dé gay
phén giai sic ky polynucleotit huéng dich ra khoi polynucleotit khong huéng dich
va c4c tac nhan tdng hop tdn du ma c6 mit trong ché pham. Dich rira giai chta
polynucleotit huéng dich dugc thu gom. Cac dung moi rira giai thuén tién bét ky co
thé duoc st dung dé rira giai polynucleotit ra khoi nén séc ky pha dao. Dung moi
rira giai c6 thé duoc Iua chon theo mot loat yéu t6, nhu ban chit cuia nén séc ky pha
dao, oligonucleotit huéng dich, cac mudi mong mubn cu thé ctia polynucleotit huéng
dich, v.v. Trong mot sb truong hop, it nhét 1a mot ion ddi cation da héa tri ciia mudi
polynucleotit thir nhit duge trao ddi ion trén nén sic ky pha do véi mot ion dbi
cation khac biét khac dang duoc quan tim ma dugc dua vao dung moi rira giai. Trong
cac trudng hop nay, khi polynucleotit dugc rira giai ra khoi nén séc ky pha dao, thi
né & mot dang mudi khéc (tirc 13, mudi polynucleotit thit hai) khi né dwgc nap vi it
nhat 12 mot ion ddi cation da héa tri dugc trao dbi ra khoi polynucleotit. Trong cac
trudng hop nhét dinh, dang mudi ctia polynucleotit ma dugc rira giai khoi nén & ché
phdm polynucleotit thit ba dé hoa tan trong nuée hon so véi mudi poiynucleotit thu
nhat bao gdm it nhit 13 mot ion dbi cation da héa tri.

Theo cac phuong an nhét dinh, ché phdm polynucleotit thtr ba chira mudi
polynucleotit thir hai ma la mudi dugc dung ctia polynuc.leotit. Trong cac trudong hop
nht dinh, ché phdm thi ba chta mubi polynucleotit thir hai ma 1a mudi cation c6
hoa tri mdt ctia polynucleotit. Trong céc trudng hop nhét dinh, ché pham thit ba chira
mubi polynucleotit thit hai ma la mudi trietylamoni cta polynucleotit. Trong céc
truong hop nhat dinh, ché pham tht ba chira mubi polynucleotit thir hai ma 13 mubi

natri cia polynucleotit. Cén phai hiéu rang sau khi polynucleotit dugc tinh ché theo
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phuong phép séc ky pha d4o, viéc trao d6i ion ddi cation tiép c6 thé duqc thuc hién
d6i véi mubi polynucleotit véi sb bude bit ky dé tao ra dang mudi mong mudn clia
polynucleotit. Theo mot sb phuong an, phuong phép nay con bao gbm viéc trao dbi
ion cé4c ion dbi cation tir mudi polynucleotit thir hai dé tao ra mubi polynucleotit thix
ba. Theo céc phwong 4n nhét dinh, mudi polynucleotit thit ba 12 mudi duoc dung ctia
polynucleotit. Trong céc truong hop nhit dinh, mudi polynucleotit thir ba 13 mudi
cation ¢6 hoéa tri mdt cia polynucleotit. Trong céc trudng hop nhét dinh, mudi
polynucleotit thir ba 1a mudi natri cta polynucleotit (vi du, nhu dugc boc 16 trong
ban mo ta nay). '

‘Trong cac trudng hop nhét dinh, ché phdm thir nhét chira mudi cation c6 héa
tri mot cua polynucleotit. Trong cac truong hop nhét dinh, mudi cation c6 héa tri
mét duge chon tir nhém g(k)m}natri, amoni va alkyl amoni. Trohg cac truong hop
nhit dinh, alkyl amoni dugc chon tir nhém gdm dimetylamoni, metylamoni, etyl-
amoni va trietylamoni. Trong cac trudng hop nhit dinh, ché phdm thr nhét chira
mudi amoni cta polynucleotit. Trong cac trudng hop nhét dinh, ché phim thir nhét
chira mubi alkyl amoni ctia polynucleotit. Trong céc truong hop nhét dinh, ché phim
thit nhAt chtra mubi trietylamoni cua polynucleotit. Trong céc truong hgp nhét dinh,
ché phdm thir nhit chira mudi natri cia polynucleotit. Co thé cho ché phim
polynucleotit thi nhat tiép xtic v6i mudi cation da héa tri dé lam két tia mudi
polynucleotit thur nhét chira it nhét 14 mot ion ddi cation da hoéa tri. Nhu vay, theo
c4c phuong 4n nhét dinh, ché phdm polynucleotit thir nhat d& dugc cho tiép xtic chia
mubi polynucleotit thir nhét bao gbm it nhat 1a mot ion d6i cation da hoéa tri.

‘Pham vi cta sang ché cin duoc xem 14 bao trim cic phuong 4n trong s cac
phuong an bét ky néu trén ctia phuong phap ndy, trong d6 polynucleotit 1a nhu dugc

bdc 16 trong ban mo ta nay.

Cic phwong phap tong hop
Céc phuong phap héa hoc, céc chién luoc va cac phwong phap tong hop

polynucleotit thuén tién bét ky c6 thé duoc 4p dung dé diéu ché cac ché phém
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polynucleotit sin phdm téng hop thé ma c6 ing dung trong cac phuong phap Cﬁéu
ché theo séng ché. Cac phuong phép héa hoc téng hop polynucleotit va céc phu:dng
phép dang dugc quan tim ma c6 thé dugc lam thich ing dé ap dung & cac phuong
phap theo sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &, phosphoramidit, H-
phosphonat, phosphodieste, phosphotrieste, phosphittrieste. Cac thanh phan
polynucleotit ctia cac hop chét theo sang ché c6 thé duge tdng hop bang cach 1am
thich img c4c quy trinh théng thudng bat ky cho loai phwong phap héa hoc dugc
chon. Céc phuong phip dang dugc quan tim dé tdng hop cac oligonucleotit c6 cac
tac nhén hoa hoc N3’ —P5’ thiophosphoramidat bao gém, nhung khéng chi gi6i han
&, cac phuong phép durgc mo ta trong bang sang ché M§ s6 U.S. 5,824,793, McCurdy
et al., (1997) Tetrahedron Letters, 38:207-210; Pongracz & Gryaznov, (1999)
Tetrahedron Letters, 49:7661-7664; cac bang sang ché M§ sé US 6,835,826, US
7,494,982, US 7,485,717 va US 5,684,143.

Trong mot sé truong hop, polynucleotit dang dugc quan tim dugc tong hop
thong qua Viéc lién hop tuén tu bt dau tir dAu tan cling 5° va tién dén dau téﬁ cﬁng
3’ cia trinh tu polynucleotit huéng dich. Trong céc truong hop nhét dinh,
polynucleotit dang dugc quan tdm dwoc tdng hop théng qua céc bude lién hop tuén
tur bét dau tir dau tan cling 3’ va tién dén déu tén cung 5’ cua trinh ty polynucleotit
huéng dich. Theo mét sé phuong 4n, polynucleotit dugc téng hop bing cac bude
lién hop tudn tuy monome phosphoramidit véi dau tan cung dang tdng trudng cua
polynucleotit. C4u trc siéu phén tir nucleosit dAu tan cling 5° ¢6 thé duge gin véo
nén ran thuén tién bét ky thong qua nhém lién két tiy y hodic nhém dAu tan cung 5°.
Sau khi ciu trac siéu phan tir thir nhat duoc gan vao nén rén, thi cdu truc sidu phén
tir nay co thé duge khir bao vé dé tao ra nhém dau tan cung 3’ tu do, c¢d dinh. Sau
d6, cac bude lién hop cu tric sidu phén tir vao chudi oligonucleotit dang tang trudng
c6 thé dugc thuc hién. Trong mot sb trudng hop, phuong phép nay bao gém viée
lién hgp nhém dau thn cung 3’ da duoc lién két vao nén v6i monome nucleotit-5’-
phosphoramidit-dd dugc bao vé-3’. Theo cac phuong 4n nhit dinh, nhém diu tin
clng 3’ 12 nhém 3°-hydroxyl. Theo céc phuong an nhét dinh, nhém du tin cﬁng 3

1a nhém 3’-amin.
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Trong mot sb trudong hop, phuong phép téng hop polynucleotit bao gdm cac
bude: (a) khir bio vé nhém 3’-amin d3 duge bao vé cia nucleosit & dAu tan cung da
duoc gén vao nén pha rén, khfr bao vé tao ra nhém 3’-amin tu do; (b) cho nhém 3’-
amin tu do tiép Xxuc v6éi monome amin d& dugc bao vé-3’-nucleosit-5’-
phosphoramidit v&i sy ¢é mit ctia chét xvc tc wa nhan dé tao lién két lién nucleosit
N3’—=P5’ phosphoramidit; va (c) oxy héa lién két dé tao ra dang lién két N3’ —»P5’
thiophosphoramidat. Theo mét s§ phuong é4n, phuong phép nay bab gbm (d) viéc
13p lai cac bude (a) dén (c) cho dén khi polynucleotit duoc téng hop.

Trong mdt sd truong hop, phuong phap nay bao gbém viéc lién hop nhém dau
tan cung 3’ d& duogc lién két vao nén véi dime d1nucleot1t-5 -phosphoramldlt-da
duoc bao vé-3°. Cac phuong phép téng hop polynucleotit dang dugc quan tdm bao
gdm, nhung khong chi gidi han &, cc phuong phap téng hop pha rin bao gén‘i it
nhét 12 m6t bude lién hop dime dinucleotit nhu duge bdc 19 trong cong bd don PCT
sé WO02015/168310, don niy yéu ciu hudng quyén cua don tam thdi M§ sé
61/987,396. Trinh tir polynucleotit huéng dich c6 thé duoc téng hop thong qua chién
lugc tong hop ngugc ma bao gdm cac bude lién hop tudn tu ca ciu triic sidu phan tr
dime va cdu tric siéu phan tr monome vao nhém dau tn clng 3’ cta chudi
oligonucleotit dang ting truéng. Theo mot s6 phwong an, polynucleotit duoc téng
hop Béng céch &p dung phuong phép bao gbm it nht 13 mot bude lién hop dime
dinucleotit vio nhém dAu tin ciing 3 tu do ctia chudi polynucleotit dang ting trudng.

Trong mét sb truong hop, phuong phap téng hop polynucleotit bao gbm cac
budec: (a) khir bdo vé nhéom 3’-amin d3 duoc bao vé cla nucleosit & dau tan cung da
duoc gén vao nén pha ran, khir bao vé tao ra nhém 3’-amin tu do; (b) cho nhém 3°-
amin tu do tiép xtac v6i dime amin-dinucleotit thiophosphoramidat hodc phosphor-
amidit-5’-phosphoramidit da dugc bao vé & dau 3’ v6i su c6 mit cua chat xic tic va
nhan dé tao lién két lién nucleosit N3’ —P5’phosphoramidit; va (c) oxy héa lign két
nay thanh lién két N3’—P5’thiophosphoramidat. Theo mét s6 phuong 4n, phu:cmg
phap nay bao goém (d) lip lai cac budc (a) dn (c) cho dén khi polynucleotit duoc
tong hop, trong d6 & bude (b) dime amin-dinucleotit thiophosphoramidat-5°-

phosphoramidit dd duoc béo vé-3’ hodc monome amin-nucleotit-5’-phosphoramidit
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d3 dugc bao vé-3’cé thé dugce sir dung.

Céc chién lugc nhém bao vé thuén tién bét ky co thé dugc 4p dung & cic
phuong phap theo sang ché d& bao vé cac nhém bazo, phosphoramidit,
phosphoramidat, 5°, 2° va/hodc 3’ cia polynucleotit. Cac nhom bao vé dang duoc
quan tdm bao gém, nhung khong chi gigi han &, cdc nhom bao vé duge bde 19 trong
tai liéu: Ohkubo et al., Org. Lett., 2010, 12 (11), pp 2496-2499; va Beaucage and
Iyer, Tetrahedron 48: 2223-2311 (1992).

Thuét ngit “nhém bao vé phosphat” dugc dung trong ban mé ta nay dé chi
nhém béo vé ma c6 thé duge gén két vao lién két lién cAu tric siéu phan ti chira
phospho ctia oligonucleotit. Khi c¢6 mit, nhém bao vé phosphat c6 thé ngan chin
(ttc 13, phong bé) phan tng ctia lién két chtra phospho & vi tri noi ma nhém bao vé
phosphat dutdc gin. C4c lién két lién chu tric sidu phan tit chia phospho thuén tién
bét ky (vi du, cac dang lién két P(IIT) va P(V)) ¢6 thé duge bao vé bang céc nhém
bao vé phosphat theo sang ché, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac lién két
phosphoramidit, oxophosphoramidat, thiophosphoramidat, phosphat este, thio-
phosphat este, phosphodiesfe va céc loai twong tu. Nhom bao vé phosphat co thé
duoc gén vao nguyén tir oxy sin c6 cua lién két lién cAu trac siéu phan tfr. cfn’ra
phospho. Céc nhom bao vé thuan tién bat ky c6 thé dugc sir dung lam nhém bao vé
phosphat. Theo cac phuong 4n nhét dinh, nhém bao vé phosphat 13 metyl, hoac 8-

xyanoetyl.

Trong mot sd truong hop, nhém dAu tan cing 3’ clia chudi polynucleotit dang
téng trudng co thé bao gdbm 3’-hydroxyl, nhém 3’-amin hodc phién ban dwgc bao vé
ctia ching. Cac nhém bao vé hydroxyl vi/hodc amin thuan tién bat ky c6 thé dugc
st dung & nhém diu tan cung 3’ trong sudt qua trinh téng hop polynucleotit. Theo
mdt s6 phuwong 4n, nhém du tan cung 3’ 12 nhém 3’-amin dugc bao vé va phuong
phap nay bao gém viéc khir bao vé hodc loai béd nhém bao vé dé tao ra nhém 3 > amin
tu do. Thuét ngit “nhém amin tu do” dugc ding trong ban md ta nay c6 nghia la
nhém amin sin sang dé phan g véi nhém phosphoramidit ctia monome hodc dime

sép t&i. Theo mot s6 'phu’orng 4n, nhom amin tu do la amin béc nhét. Sau buége khur
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béo vé (vi du, khit trityl), nhém amin c6 thé & dang mudi (vi du, mubi ctia bazo thé
tiép hop ctia axit duge st dung dé khir trityl). Mubi nay c6 thé dugc tiy y trung hoa
bang dung dich bazo nhu 2% trietylamin hodc pyridin trong axetonitril sau budce khu
trityl. |

| Viéc bao vé & diu 3’ clia cac phosphoramidit cdu tric siéu phan tir sip t6i
ngin can hién tugng polyme héa khéng thich hop ciia chudi. Theo mét s6 phuong
an, nhom déu tan cung 3’ 1a nhém 3’-hydroxyl d& dugc bao vé va phuong phap nay
bao gém viéc khir bao vé hoic loai bé nhém bao vé dé tao ra nhém 3’-hydroxyl tu
do. Theo mét sb phuong é4n, nhém dau tan cung 3’ 1a nhéom 3’-amin da dugc bao vé
va phuong phép bao gém viéc khir bao vé& hodc loai bd nhém bao vé dé tao ra nhém
3’-amin ty do. Nhom 3’-amin d& dugc bao vé hoac nhém 3’-hydroxyl da dugc bao
vé c6 thé duge bao vé bang nhém bao vé trityl. Theo céc phuong 4n nhét dinh, nhém
bao vé trityl 12 triphenylmetyl (Tr hodc Trt, PhsC-). Theo cac phuong 4n nhét dinh,
nhom bao vé trityl 1a 4,4’-dimetoxytrityl (DMT). Viéc khir bado vé nhém hydroxyl
hodc amin & dau tin cing 3’ ¢6 thé duoc thuc hién bang cach ap dung cac phuong
phap thuan tién bat ky. Céc phuong phdp dang dugc quan tdm bao gdm, nhu’ng
khong chi giéi han &, cac phuong phap dugc boc 16 trong tai lidu: Beaucage and
Iyer, Tetrahedron 48: 2223-23 11 (1992). Trong mét s6 trudng hop, viée khir bao vé
nhém 3’ amin d& dugc bao vé ctia nucleosit dau tan cliing bao gdm viée khir trityl dé
tao ra nhom dau tan cung 3’ tu do, vi dy, viéc khir trityl dugce xuc tac béng axit.
Trong mot sb truong hop, cac phosphoramidit cta cAu tric siéu phén tir dime hodc
monome bao gdbm nhém 3’-hydroxyl hodc nhém 3’-amin da duoc bdo vé€ ma gidng
v6i nhém dau tin cting 3°cta nucleosit ddu tin ciing dugc gin vao nén rin.

Nén pha rén thuan tién bat ky c6 thé duoc st dung dé tdng hop polynucleotit
theo phuong phép theo sang ché. Cac nén ran dang duoc quan tAm bao gém, nhung
khong chi gidi han ¢, cac hat micro dugc lam béng thiy tinh c6 16 Xép duoc kiém
soét (controlled pore glass - CPG), polystyren duoc lién két ngang & mirc cao (vi du,
NittoPhase HL. 400 hodc GE Primer 350), copolyme acrylic, xenluloza, nylon,
dextran, latex, polyacrolein, va cac chét tuwong tu, nhu cac loai dugc boc 16 trong cac

tai liéu tham khéo lam vi du dudi déy: Meth. Enzymol., Section A, pages 11-147,
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vol. 44 (Academic Press, New York, 1976); cac bing sang ché M§ sb 4,678,814;
4,413,070; va 4,046;720; Vé Pon, Chapter 19, trong tai liéu: Agrawal, editor,
Methods in Molecular Biology, Vol. 20, (Humana Press, Totowa, N.J., 1993). C4c
nén dang dwoc quan tim khac nita bao gdm cac hat polystyren; polystyren da duoc
ghép polyetylen glycol (vi dy, TentaGel™, Rapp Polymere, Tubingen Duc); va cac
loai tuong tu. Viéc chon lua cac dac diém cta nén, nhu chat lidu, do xép, kich 0,
hinh dang, va cac dic diém tuong tu, va loai géc lién két duoc st dung phu thudc
vao mdt loat yéu t8, nhu cic nhoém bao vé dugc st dung, chiéu dai cta san phém
cubi ciing, lwvong san phdm cudi cing, va cac yéu t6 tuong tu. Cac gbe lién két 1am
vi du dugc bdc 16 trong tai liéu: Pon et al., Biotechniques, 6:768-775 (1983); bﬁng
sang ché My s6 4,659,774 d3 cip cho Webb; don qudc té s6 PCT/US91/06103 ctia
Barany va cac dong tac gia; Brown et al., J. Chem. Soc. Commun., 1989: 891-893;
Dambha et al., Nucleic Acids Research, 18: 3813-3821(1990); Beattie et al., Clinical |
Chemistry, 39: 719-722 (1993); Maskos and Southern, Nucleic Acids Research, 20:
1679-1684 (1992); va céc tai li€u tuong tu.

Theo mét sb phwong 4n, cic nén rin ma c6 thé dugc ding & cac phuong phap
theo sang ché bao gdm CPG va polystyren dugc ghép véi polyetylen glycol va chira
nhém amin & dau tan cung (vi du, TentaGel-NH, ™, Rapp Polymere, Tubingen
Pirc). Nhém aminopropyl c6 thé duogc sit dung 1am phén dém gitta CPG va lién két
nucleosit. Trong mot sb trudng hop, lién két vao 5’-hydroxyl ctia nucleosit thir nhét
la nhém suxinyl ma dem lai lién két este khong bén v6i bazo ma c6 the bi phan cit
sau qﬁé trinh tdng hop véi dung dich nudc amoniac. |

Sau khi khtt bao vé, nucleosit da dugc lién két vao nén c¢6 kha ning phan tng
véi phosphoramidit clia cAu truc sidu phén tir dime hodc monome dé tao ra lién két
lién nucleosit. Can phai hiéu rr:ing nucleosit d& duge lién két vao nén co thé duoc
dung dé chi mét gbc don 1é da duoc gin vao nén rén hodc c6 thé duoc ding dé chi
gbc & dau tan cling cta chudi oligonucleotit ma dugc gin vao nén. Phuong phap héa
hoc lién hop, cac chit phan tmg lién hop va cac phuong phép thuén tién bat ky cé
thé duoc ap dung trong cac phuong phap theo séng ché. Cac phuong phap chon lua

thuén tién bat ky lién quan dén cac dieu kién lién hop, cdc nhém bao vé€, cac nén pha
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rén, cdc nhém lién két, cac chét phan tmg khit bao vé, cac chét phan tmg d& phén cat
c4c san pham ra khoi cac nén pha rin, viéc tinh ché san phim, va cac yéu td twong
tu, c6 thé duoc dua ra trong ngit canh ctia cac phuong phap theo sang ché theo huéng
dan, vi du, trong céc tai liéu: Gait, editor, Oligonucleotide Synthesis: A Practical
Approach (IRL Press, Oxford, 1984); Amarnath and Broom, Chemical Reviews,
Vol. 77, pgs. 183-217 (1977); Pon et al., Biotechniques, Vol. 6, pgs. 768-775 (1988);
Ohtsuka et al., Nucleic Acids Research, Vol. 10, pgs. 6553-6570 (1982); Eckstein,
editor Oligonucleotides, and Analogues: A Practical Approach (IRL Press, Oxford,
1991), Greene and Wuts “Protective Groups in Organic Synthesis”, Third edition,
Wiley, New York 1999, Narang, editor, Synthesis and Applications of DNA and RNA
(Academic Press, New York, 1987), Beaucage and lyer, Tetrahedron 48:2223-2311
(1992), va c4c tai liéu tham khao tuong tu. |

| Trong mdt sd trudng hop, sau khi lién hgp, cdc nhém 3 ’_amin chua phan g
ctia chudi dang tang trudng di duge lién két vao nén ctia polynucleotit ¢ thé dugc
tlly ¥ bit chép bang chét bit chép thuén tién trude bude khit bao vé tiép theo (vi dy,
budc khit trityl) d& 1am cho chung tro véi cac budc lién hop ké tiép. Budc bit chp
nay co thé cai thién bién dang HPLC clia ché phém dé d2 tinh ché hon, va cling c6
thé cai thién tdng san luong cta san phim. Cac chét phan tng bit chop hiru dung &
cac phuong phép theo sang ché bao gdm cac chét phan Ung wa dién ti nhu axetic
anhydrua va isobutyric anhydrua, axit clorua nhu adamantyl carbonyl clorua,
pivaoyl clorua, va cac chét twong tu, isothioxyanat, cloformat, v.v.. Cac phosphor-
amidit con 12 hitu ich ciing v&i chat hoat héa va tiép d6 1 su oxy héa, va cac mubi
H-phosphonat nhu trietylamoni isopropyl-H-phosphonat dugc st dung cung v6i axit
clorua nhu pivaoyl clorua hoac adamantyl carbonyl clorua.

Theo mot sb phuong an, phuong phép bao gdm viéc oxy héa lién két lién
nucleosit N3’ —=P5’phosphoramidit. Cac thuét ngit “oxy héa”, “su oxy hoa”, “viéc
oxy héa”, va céc thuat ngit tuong tu, dugc dung trong ban mo ta nay lién quan dén
lién két lién nucleosit chira phospho c6 nghia 13 quy trinh hodc xir Iy dé chuyén hoa
nguyén ti phospho cua lién két tir phospho (III) thanh phospho (V). Viéc oxy hoa

lién két lién nucleotit c6 thé dugc thyc hién tai diém thuan tién bat ky trong qué trinh
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téng hop bang cach ap dung cac phuong phap thun tién bat ky. Theo mdt sb phuong
an, viéc oxy hda dugc thuc hién theo phuong thirc ting buée, vi du, trong timg chu
ky lién hop. Theo c4c phuong 4n khac, viéc oxy héa nhiéu lién két lién nucleotit
dugc thuc hién vao cudi quy trinh téng hop. Trong mdt s6 trudng hop, viée oxy héa
lién két N3’ —P5’phosphoramidit (vi du, bing cach st dung chét oxy héa trén co s
nuéc/iot) tao ra lién két oxo-phosphoramidat. Trong céc truong hop khac, viéc oxy
héa lién két N3’—P5’phosphoramidit bao gdm viéc luu héa d tao ra lién kbt
N3’-P5 ’thiophosphbramidat. Viéc luu héa c6 thé dugce thyuc hién bing cach ap dung
cac phuong phép thuan tién bat ky. Cac phuong phap luu héa dang dugc quan tim
bao gdm céc loai dugc md ta boi Gryazonov et al. trong W02001018015 va
US6,114,519. Céc tédc nhén luu héa dang duge quan tAm bao gém, nhung khoéng chi
gi6i han é; lwu huynh nguyén t6, thiuram disulfua nhu tetraetyl thiuram disulfua,
axyl disulfua nhu phenaxyl disulfua, phenyl axetyl disulfua, phosphinothioyl
disulfua nhu S-Tetra™, va 1,1-dioxo-3H-1,2-benzodithiol-3-on. Theo mot sb
phuong 4n, viéc luu hoa c6 thé duge thuc hién bing céach st dung phenyl axetyl
disulfua trong 2,6-lutidin. Theo céac phuofng‘én nhét dinh, viéc luu héa c6 thé duoc
thuc hién bang cach sfr dung chat phan tmg Beaucage, bang cach 4p dung cac phuong_
phap da duoc boc 19 trong tai liéu: Iyer et al., J. Organic Chemistry 55:4693-4699;
1990. |

Viéc phan cét polynucleotit ra khoi nén téng hop pha rin c6 thé dugc thuc
hién bang cach 4p dung cic phuong phép thuén tién bét ky va céc chét phan &ng, »
phuong tién nay co thé dugc lya chon tuy thuéc vao mot loat yéu t5, nhu ban chit
ctia nén, héa hoc lién két va chién luge nhém bao vé duge ap dung trong qué trinh
téng hop. Cac chon lua dugce dua ra trong qua trinh tong hop va phan cit mot
polynucleotit huéng dich c6 thé x4c dinh dinh danh cia tc nhan va san phim téng
hop khong huéng dich c6 mit trong ché phdm polynucleotit thi nhat.

- Theo mét sb phuong an, trude qué trinh phan cit, cac nhém bao vé phospho
cua polynucleotit dugc loai bé dé tranh hién tugng hinh thanh céc san phdm cong
khong thich hop tiém tang bt ky ctia nhém béo vé duge phén cit (vi du, nhém bio

vé B-xyanoetyl) v6i polynucleotit. Cac phuong phap dang dugc quan tAm ma ¢6 thé
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duoc 1am thich tmg & st dung trong qué trinh khir bdo vé& va phan cét' cc
polynucleotit bao gém cac loai duge mé ta trong tai liu: US7,199,236. Theo mot sd
phuong 4n, polynucleotit dugc phan cit ra khoi nén bing cach su dung dung dich
amoniac dé loai bo chc nhém bao vé bazo bat ky (vi du, cac nhém bao vé amin dang
vong ngoai) va cac nhém bao vé phospho con lai bat ky. Cac didu kién thuan tién
bat ky c6 thé dugc sir dung trong phan tmg phan cit polynucleotit. Trong mot sb
trudng hop, sy phan cét duoc thuc hién ¢ nhiét d6 nim trong khoang tir 40°C dén
60°C. Trong mdt sd truong hop, su phan cit dugc thuc hién trong khoang thoi gian
kéo dai, nhu thdi gian ndm trong khoang tir 12 gid' dén 24 gid. Sau khi phan cét
polynucleotit, thi nén lac dy c6 thé dugc loai bd bang qua trinh loc va duge stic rira.
Chét loc két hop va céc dung dich stic rira, phan nay bay gid chita ché phim tong
hop thd ctia polynucleotit, c6 thé duge sir dung trong cac phwong phap theo sang ché
ctia qué trinh didu ché, truéce khi duoc chuyén qua céc budc tinh ché khéc nita. Trong
mét sb truong hop, qua trinh tinh ché dung dich polynucleotit bao gdm Sic ky Long
Hiéu suit cao Pha dao diéu ché (Reversed Phase-High Performance Liquid
Chrorhatography - RP-HPLC) RP HPLC, vi du, bang cach sit dung Kromasil C18 &
nhiét d6 nam trong khoang tir 450°C dén 55°C. Trong mot s trliémg hop, céc ché
pham polynucleotit ctia cac phuong phép theo sang ché c6 thé trai qua sd budc khir
mudi va cd dic thuén tién bat ky, vi du, bé‘mg cach str dung thiét bi loc dong chay
tiép tuyén (Tangéntial Flow Filtration - TFF) dugc trang bi mang polyetesulfon c6

kich ¢& ngudng duong kinh 16 14 1.000Da.

Ché pham pham polynucleotit

Cac khia canh cia séng ché bao gdm céc ché phim mudi polynucleotit chira
ion dbi cation da hoa tri. Theo mot sb phuong 4n, ché phdm nay chta: mudi cta
polynucleotit chira it nhét 13 mét ion ddi cation da hoa tri, trong d6 polynucleotit nay
¢6 trinh ty gdbm 7 céu tric siéu phan tir nucleosit hoac nhiéu hon va it nhat 13 hai cdu
trlic siéu phan i trong s cac cAu triic siéu phén tir nucleosit ndy dugc ndi bang lién
két lién cu trac siéu phan tir N3’ —>P5’ thiophosphoramidat. Theo cac phuong an
nhét dinh, polynucleotit ¢4 trinh ty gbm 7 céu tric sidu phan tt nucleosit hoic nhiéu
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hon bb tro cho thanh phin ARN ctia telomeraza cia nguoi.

Céc ion d6i cation da héa tri

Céc cation da héa tri thuén tién bat ky c6 thé duoc ding 1am ion ddi trong cac
mubi polynucleotit theo sang ché. Nhu vdy, cation da héa tri c6 thé tao cap ion vdi
vi tri aniori trén mach chinh polynucleotit [ ché phim polynucleotit theo sang ché.
Céc polynucleotit c6 thé bao gdm céc cu tric siéu phén tlr nucleosit duqc lién két
brfmg céc lién két lién chu tric siéu phén tir chira phospho (vi du, cac 1ién két P(V))
nhu c4c lién két phosphoramidat, thiophosphoramidat, phosphat este, phosphodieste
va cac Ioai twong tu. Can phai hiéu rang céc lién két lién cAu tric siéu phan tircia
polynucleotit ¢6 thé c6 dién tich Am (vi dy, trong dung dich nuéc) va duoc ghép cap
ion véi ion dbi cation. Cac lién két lién céu tric siéu phan tir ndy c6 thé duge goi la
cac nhém anion ctia mach chinh polynucleotit.

Thuét ngft cation da héa tri dwoc ding trong ban mb ta nay dé chi cation c6
kha ning tao nhiéu cdp ion, vi du, cation mAt nhidu dién tir, nhu cation mét hai dién
tir hodc cation mét ba dién tir. C4c cation da héa tri thudn tién bat ky ¢6 thé duoc
dung & cac ché phdm mubi polynucleotit theo séng ché. Theo mdt sb phuong 4n,
cation da héa tri ghép cip ion véi hai hodc nhiéu nhém anion lién k& ctia mach chinh
polynucleotit. Theo mét s phuong én, cation da héa tri ghép Céflp. ion v&i m6t nhom
anion cua mach chinh polynucleotit. Theo mét sb phuong 4n, ion déi cation da héa
tri ndy c6 hoa tri hai. Céc ion ddi cation c6 héa tri hai dang dugc quan tAm bao gém,
nhung khong chi giéi han &, magie, k&m va canxi. Theo mét s6 phuong 4n, ion déi
cation da hoa tri nay c6 héa tri ba. Céc ion dbi cation c6 hoa tri ba dang dugc quan
tdm bao gdm, nhung khong chi giéi han &, nhém. Theo cac phuong 4n nhét dinh cta
ché phim nay, it nhét 1a m(f)t‘ion ddi cation da héa tri dugc chon tir nhém gdm magie,
k&m, nhom va canxi. Theo c4c phuong 4n nht dinh ctia ché phém ndy, it nhat 1a mot
ion déi cation da héa tri 1a magie. Theo c4c phuwong 4n nhét dinh ctia ché phdm nay,
it nhat 13 mot ion ddi cation da héa trj 1a kém. Theo cac phuong an nhét dinh ctia che

phim nay, it nhat 13 mdt ion dbi cation da héa tri 1a nhom. Theo céc phuong 4 an nhat
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dinh cia ché phém ndy, it nhat 1a mot ion dbi cation da héa tri 1a canxi.

Can phai hiéu rang sb lugng ion dbi cation ma cé mat & mudi polynucleotit
phu thudc vao nhiéu yéu t§ khac nhau, nhu chidu dai cta mach chinh polyanion, hoa
tri cla cic cation trong cac mudi, d6 pH cia dung dich, mic do két tu cta cac
polynucleotit trong ché phim, v.v.. Cac ché pham theo sang ché c6 thé chtra it nhit
12 mét ion dbi cation da héa trj d6i v6i mach chinh polynucleotit polyanion & cac
ché phim polynucleotit theo séang ché, nhu 2 ion dbi cation da héa tri hodc nhiéu
hon, 3 ion ddi cation da héa tri hodc nhiéu hon, 4 ion d6i cation da hoa tri hodc nhiéu
hon, 5 ion ddi cation da héa tri hodic nhiéu hon, 6 ion ddi cation da héa tri hodc nhiéu
hon, 7 ion ddi cation da héa tri hodic nhidu hon, 8 ion déi cation da héa tri hodc nhiéu

‘hon, 9 fon déi cation da héa tri hogc nhiéu hon, 10 ion déi cation da héa tri hodc
nhiéu hon, 15 ion d8i cation da hoa tri hodc nhidu hon, 20 ion déi cation da héa tri
hoc nhiéu hon, 30 ion déi cation da héa trj hoic nhiéu hon, 40 ion déi cation da héa
tri hoic nhiéu hon, 50 ion dbi cation da héa tri hodc nhidu hon, 100 ion déi cation
da hoa tri hodc nhiéu hon, hodc thdm chi nhiéu ion ddi cation da héa tri hon nita.
Theo céc phwong an nhit dinh, polynucleotit c6 n ciu tric sidu phéan tir nucleosit c
thé bao gdm tir 1 dén (n-1)/2 (néu n 13 s nguyén 1¢) ion ddi cation c6 héa trj hai
hoic tlr 1 dén (n-2)/2 (néun la sb nguyén chén) ion ddi cation c6 hoa tri hai.‘Trong
mot sb truong hop, mubi polynucleotit ma chira it nhat 1a mét cation da hoéa tri, co
thé con chira mot loat ion dbi cation khac, ion nay c6 thé ¢6 héa tri mot, hoa tri hai
hodc hoa tri ba. Trong c4c trudng hop nhét dinh, n 13 ndm trong khoang tir 7 dén 50,
nhu 7 dén 40, 10 dén 40, 10 dén 30, 10 dén 25, 10 dén 20, hodc nim trong khoang
tir 12 dén 15 cAu truc sidu phéan tr nucleosit.

Theo mot s6 phuong 4n ctia ché phdm nay, mubi polynucleotit ¢ thé chira
3% mol ion dbi cation da hoéa tri hodc nhiéu hon so véi mach chinh polyanion éﬁa
polynucleotit (tirc 14, so véi mirc bao gdm téi da theo ly thuyét cia ion dbi cation
doc theo mach chinh polyanion), nhur 4% mol hodc nhidu hon, 5% mol hodc nhiéu
hon, 6% mol hoic nhiéu hon, 7% mol hozc nhiéu hon, 8% mol hozc nhiéu hon, 9%
mol hogc nhiéu hon, 10% mol hogc nhiéu hon, 11 % mol hoic nhidu hon, 12 % mol

hodc nhiéu hon, 13% mol hozc nhiu hon, 14% mol hozc nhiéu hon, 15% mol hodc
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nhiéu hon, 16% mol hoéc nhiéu hon, 17% mol hoic nhiéu hon, 18% mol hoic nhiéu
hon, 19% mol hogc nhiéu hon, 20% mol hogc nhidu hon, 25% mol hoic nhidu hon,
30% mol hosc nhiéu hon, 35% mol hosc nhiéu hon, 40% mol hoic nhiéu hon, 45%
mol hoic nhiéu hon, 50% mol hoic nhiéu hon, 55% mol hodc nhiéu hon, 60% mol
hoic nhiéu hon, ho#c thidm chi nhiéu ion ‘déi cation da hoa tri hon nita so véi mach
chinh polyanion ctia polynucleotit. Theo mét sb phuong 4n ctia cac ché phim theo
sang ché, polynucleotit c6 thé chira 10% mol ion déi cation da héa tri hodc nhidu
hon so véi mach chinh polyanion cta polynucleotit. Vi du, mubi polynucleotit ma
chu’a mach chinh polyanion gdm 10 lién két cAu tric siéu phén t lién nucleos1t va
chlra mdt ion d6i cation ¢6 hoa tri hai ghép cp ion véi hai lién két trong s cac lién
két nay, dugc mé ta 1a chira 20% mol ion ddi cation cé héa tri hai. Néu mot ion dbi
cation ¢6 hda tri hai chi ghép cip ion véi mot lién két trong sb cac lien két nay thay
vi hai, thi mubi polynucleotit dugc md ta 13 chira 10% mol ion déi cation c6 hoa tri
hai. Nhu vay, tri s6 % mol duqc dung dé chi mtc chiém chd ctia mach chinh
polynucleotit polyanion béi ion ddi cation da héa tri ma c6 & mudi polynucleotit. Vi
du, mot cation Mg?* trong muébi polynucleotit 13 don vi ¢6 12 lién két cu truc siéu

phan tir lién nucleos

t tao muc chiém chd 16,7% mol mach chinh. Cin phai hiéu rang
theo mét s6 phuong 4n, mudi polynucleotit c6 thé bao gdm cac vi tri ghép cdp ion
b6 sung & cc dau téﬁ cung cua polynucleotit (vi du, nhém 5’-thiophosphat), va néu
c6 mdt, cac vi tri d6 nén duoc dua vao tri s6 % mol cia hop chét.

'Theo mét s6 phuong 4n clia ché phim nay, mudi polynucleotit chira 90% mol
ion dbi cation da héa tri hodc it hon so v6i mach chinh polyanion ctia polynucleotit,
nhu 70% mol hoéc it hon, 65% mol hodc it hon, 60% mol hoac it hon, 50% mol hodc
it hon, hogc tham chi it ion d6i cation da hoéa trj hon nita.

Theo céc phuong 4n nhit dinh cta ché phdm nay, mudi polynucleotit chira
3% dén 90% mol ion dbi cation da héa tri so voi mach chinh polyanion cta
polynucleotit, nhu 3% dén 65% mol (vi du, 6% dén 50% mol, 10% dén 50% mol
hodc 10 dén 40% mol), 3% dén 50% mol, 3% dén 40% mol, 3% dén 30% mol, 3%
dén 20% mol hoic 3% dén 15% mol ion dbi cation da hoéa tr1 so vdi mach chinh

polyanion cta polynucleotit.
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Trong céc trudng hop nhét dinh cta ché phim nay, muébi polynucleotit chira
3% dén 60% mol ion dbi cation c6 héa tri hai so v6i mach chinh polyanion cua
polynucleotit, nhu 3% dén 50% mol (vi du, 5% dén 50% mol), 3% dén 40% mol,
3% dén 30% mol, 3% dén 20% mol, 3% dén 15% mol, nhur 3% dén 12% mol ion
dbi cation c6 héa tri hai,

Trong cac truﬁing hop nhét dinh cta ché phim nay, mudi polynucleotit chira
3% dén 60% mol ion dbi cation magie so véi mach chinh polyanion cua
polynucleotit, nhw magie, 5% dén 50% mol, 5% dén 40% mol, 10% dén 40% mol
hozc 20 dén 40% mol ion dbi cation magie.

Trong cic trudng hop nhit dinh cta ché phim nay, muébi polynucleotit chira
10% dén 70% mol ion déi cation cé hoa tri ba so v6éi mach chinh polyanion cua
polynucleotit, nhu 10% dén 60% mol, 20% dén 60% mol, 20% dén 50% mol hoic
30% dén 50% mol ion déi cation c6 héa tri ba. Theo mdt s6 phuong 4n ctia ché phim
nay, mudi polynucleotit chtra 0,5% hoic nhiéu hon theo trong luwong ion ddi cation
da héa trj (vi du, magie), nhu 0,6% hoic nhidu hon, 0,7% hodc nhidu hon, 0,8% hoic
nhiéu hon, 0,9% hoic nhiéu hon, 1,1% hofc nhidu hon, 1,2% hodc nhidu hon, 1,3%
hodc nhiéu hon, 1,4% hodc nhiéu hon, 1,5% hoic nhiéu hon, 1,6% hodc nhiéu hon,
1,7% hodc nhiéu hon, 1,8% hoc nhiéu hon, 1,9% hogc nhidu hon, 2,0% hoic nhidu
hon, 2,1% hogc nhiéu hon, 2,2% hoic nhiéu hon, 2,3% hogc nhidu hon, 2,4% hoic
nhiéu hon, 2,5% hofic nhiéu hon, 2,6% hoc nhiéu hon, 2,7% hoic nhidu hon, 2,8%
hogic nhiéu hon, 2,9% hogc nhidu hon, 3,0% ion déi cation da héa tri hosc nhidu hon
theo trong lugng.

| Mubi polynucleotit 13 mudi hdn hop ma bao gém hdn hop gdm ion dbi cation
da hoa tri va ion dbi cation c¢6 hoa tri mot. Theo cac phuong 4n nhit dinh cta ché
phim nay, mudi polynucleotit c6 ty 1¢ giita ion dbi cation da héa trj va ion déi cation
c6 hoa tri mét 14 it nhat 0,05 hodc cao hon theo néng do mol, nhu 0,10 hodc cao hon,
0,15 hodc cao hon, 0,20 hodc cao hon, 0,25 hodc cao hon, 0,30 hoic cao hon, 0,35
hodc cao hon, 0,40 hodc cao hon, 0,45 hodc cao hon, 0,50 hoic cao hon, 0,55 hoac
cao hon, 0,60 hoic nhiéu hdn, 0,65 hoac cao hon, O,I7O hoac cao hon theo néng do

mol, hodc ty 1¢ gifta ion doi cation da hoa trj va ion doi cation c6 héa tri mot thim
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chi cao hon nira.

Trong mdt sb truong hop, mubi polynucleotit c6 ty 18 gitta ion ddi cation da
héa tri va ion dbi cation c6 héa tri mot 1a 1:12 theo néng do mol. Trong mét $6
truong hop, mudi polynucleotit c6 ty 16 gifta ion ddi cation da héa tri va ion déi
cation ¢6 hoéa tri mot 1a 1:11 theo néng do mol. Trong méot s6 truong hop, mubi
polynucleotit c6 ty 18 giita ion dbi cation da hoa tri va ion dbi cation ¢ héa tri mot
13 1:10 theo ndéng d6 mol. Trong mdt s trudng hop, mubi polynucleotit c6 ty 1€ gira
ion ddi cation da héa tri va ion dbi cation c6 héa tri mot 1a 1:9 theo néng dd mol.
Trong mét s6 trudng hop, mubi polynucleotit cé ty 18 giita ion déi cation da héa tri
va ion dbi cation c6 hoéa tri mét 14 1:8 theo ndng do mol. Trong mét sd trudng hop,
mudi polynucleotit c6 ty 18 gitta ion déi cation da héa tri va ion déi cation c6 héa tri
mdt 13 1:7 theo ndng d6 mol. Trong mét sb trudong hop, mudi polynucleotit c6 ty 18
gifta ion dbi cation da hoa tri va ion dbi cation c6 héa tri mot 1a 1:6 theo néng do
mol. Trong mét sé trudng hop, mudi polynucleotit c6 ty 18 giita ion ddi cation da
héa tri va ion dbi cation c6 hoa trimot 1a 1:5 theo néng dd mol. Trong mét s6 truong
hop, mubi polynucleotit c6 ty 18 giita ion ddi cation da héa tri va ion déi cation c6
héa tri mot 13 1:4 theo ndong do mol. Trong mot sé trudng hop, mudi polynucleotit
c6 ty 18 gitta ion ddi cation da hoa tri va ion ddi cation c6 hoa tri mot 1a 2:9 theo
ndng d6 mol. Trong mot s trudng hop, mudi polynucleotit co ty 1& gitra ion ddi
cation da héa tri va ion déi cation c6 héa tri mot 14 3:7 theo ndng d6 mol. Trong mot
s truong hop, mudi polynucleotit ¢6 ty 18 gitra ion ddi cation da héa tri va ion dbi
cation c6 hoa tri mot 1a 4:5 theo néng d6 mol. Trong mét sb truong hop, mudi
polynucleotit c6 ty 18 giita ion ddi cation da héa tri va ion dbi cation ¢ hoa tri mot
14 5:3 theo néng d6 mol.

Trong céc trudng hop nhit dinh cia mudi polynucleotit hdn hop, ion dbi
cation da héa tri 1a magie va ion ddi cation c6 hoa tri mot 12 natri. Trong céc trudng
hop nhét dinh ctia mubi polynucleotit hdn hop, ion ddi cation da héa tri 1 magie va
ion dbi cation c6 hoa tri mot 14 amoni. Trong céc trudng hop nhit dinh cia mudi
polynucleotit hdn hop, ion déi cation da héa tri 13 magie va ion déi cation ¢6 hoa tri
mét 1a trietylamoni. Trong céc truong hop nhét dinh ctia mudi polynucleotit hdn
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hop, ion dbi cation da héa tri 1a nhom. Trong cé4c trudng hop nhét dinh cia mubi
polynucleotit hdn hop, ion dbi cation da hoa tri 1a kém. Trong cic trudng hop nhét
dinh cta mudi polynucleotit hdn hop, ion dbi cation da hoa tri 1a canxi. Trong cac
trrong hop nhét dinh ctia mubi polynucleotit hdn hop, ion dbi cation c6 héa tri mot
1a natri. Trong céc trudng hop nhat dinh cia mudi polynucleotit hdn hop, ion dbi
cation c6 héa tri mdt 12 amoni. Trong cac truong hop nhit dinh cia mubi
polynucleotit hdn hop, ion déi cation ¢6 héa tri mdt 14 trietylamoni. Theo cac phuong
an nhét dinh, mudi polynucleotit chita mét ion déi cation da héa tri. Theo cic phuong
an nhat dinh, mui polynucleotit chira 2 ion dbi cation da héa tri. Theo c4c phuong
4n nhét dinh, mudi polynucleotit chira 3 ion ddi cation da héa tri. Theo céc phuong
4n nhét dinh, mudi polynucleotit chtra 4 ion déi cation da héa tri. Theo cac phuong
an nhat dinh, mudi polynucleotit chira 5 ion ddi cation da héa tri. Theo c4c phuong
4n nhét dinh, mudi polynucleotit chta 6 ion déi cation da héa tri; Theo céc phuong
an nhét dinh, mudi polynucleotit chita 7 ion dbi cation da héa tri. Theo cac phuong
4n nhat dinh, mudi polynucleotit chira 8 ion déi cation da héa tri. Theo cic phuong
4n nhét dinh, mudi polynucleotit chira 9 ion ddi cation da héa tri. Theo céc phuong
an nhat dinh, mubi polynucleotit chita 10 ion dbi cation da hoa tri.

Ngoai polynucleotit huéng dich ra, cac san phim tdng hop polynucleotit
khong huéng dich khac nhau cé thé dugc tao ra trong qué trinh tdng hop
polynucleotit. Cac san phdm phu ma ¢6 thé c6 & cac ché phdm polynucleotit bao
g0m, nhung khong chi giéi han &, céc san pham ctia viée x6a bo (vi dy, céc san phdm
“thiéu mot hodc nhiéu gdc nucleosit), cac san phdm ma bao gém mét hodc nhidu
nhom bdo vé, cac san phém bi két thic (vi du, cdc san phidm ma cé chudi
polynucleotit da dugc bit chép), cac san phém ma thiéu mdt hodc nhiéu nucleobazo,
cac san phAm ma bao gdm cac lién két phosphoramidit da duoc oxy héa mot phan
va cac san phim ma bao gdm céc lién két da duge luu héa mot phan.

Céc phuong phap theo sang ché tao ra cac ché phdm ma chta polynucleotit
huéng dich trong ché phim véi do tinh khiét cao hon. Theo mét sb phuong 4n, ché
phém chtta 20% polynucleotit huéng dich hoac nhiéu hon theo trong luong, nhu
25% hoc nhiéu hon, 30% hoic nhiéu hon, 35% hodc nhidu hon, 40% hoic nhidu
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hon, 45% hogc nhiéu hon, 50% hozc nhiéu hon, 60% hogic nhiéu hon, 70% hoic
nhiéu hon, 80% hodc nhiéu hon, 90% hoic nhidu hon, hodc tham chi 95%
polynucleotit huéng dich hozc nhiéu hon theo trong lwgng. Theo cac phuong 4n nhét
dinh, ché pham nay chtra 50% polynucleotit huéng dich hozc nhiéu hon theo trong
lugng. Theo cac phuong an nhét dinh, ché phdm nay chita 55% polynucleotit hudng
dich hodc nhidu hon theo trong lrong. Theo cac phuong 4n nhét dinh, ché phdm nay
chira 60% polynucleotit huéng dich hoic nhidu hon theo trong lwong. Theo cac
phuong an nhét dinh, ché phém ndy chira 65% polynucleotit huéng dich hosic nhiéu
hon theo trong lugng. Theo cic phwong 4n nhét dinh, ché phim nay chira 70%
pblynucleotit huéng dich hodc nhiéu hon theo trong lugng. Theo cac phuong 4n nhét
dinh, ché phim nay chtra 75% polynucleotit huéng dich hodc nhiéu hon theo trong
lwgng. Theo cac phwong 4n nhét dinh, ché phdm nay chira 80% polynucleotit hudng
dich hoéc nhiéu hon theo trong lwong. Theo cic phuong 4n nhét dinh, ché phim nay
chira 85% polynucleotit huéng dich hozc nhidu hon theo trong lwong. Theo cac
“phuong 4n nhét dinh, ché phim nay chita 90% polynucleotit huéng dich hodc nhiéu
hon theo trong lwong. Theo cac phwong 4n nhét dinh, ché phidm nay chira 95%
polynucleotit huéng dich hodc nhidu hon theo trong Iugng.

Céc phuong phép theo sang ché tao ra cac ché phdm chira céc téc nhan va céc
san pham téng hop khong huéng dich véi luong it hon. Thuét ngfr lugng it hon c6
nghia 13 luong tinh theo trong luong clia céc tac nhan va cac san pham téng hop
khong huéng dich & ché phdm giam so véi phuong phép ddi chimg. Theo mot sé
phuong 4n, cac ché pham theo sang ché chira cic tic nhan va cac san pham téng hop
khéng hudng dich véi luong 50% tdng lugng polynucleotit khong huéng dich & ché
phém hodc it hon, nhu 40% hoac it hon, 30% hodc it hon, 25% hodc it hon, 20%
hoac it hon, 15% hodéc it hon, 10% hodic it hon hodc thém chi 5% tac nhan va san
p‘hémvténg hop khong hudng dich hoic it hon.

Ché phadm bét ky trong s6 cac ché phdm polynucleotit khac nhau c6 thé dugc |
diéu ché bang cach ap dung ‘céc phuong phép dugce boc 10 trong badn md ta nay. Mot
loat nhém va loai polynucleotit dang dwoc quan tdm dé dung trong viée diéu ché
bang cach 4p dung céc phuong phap theo sang ché (vi dy, nhu duoc boc 16 trong ban
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mo ta nay). Cac polynucleotit thich hop dé diéu ché theo cac phuong phép theo sing
ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic polynucleotit dbi nghia, cac
pblynucleotit ARN, céc polynucleotit ARN can thiép nho, cic polynucleotit cta
ARN can thiép, cic aptame ADN, ARN c6 kich ¢& micro va cac loai tuong tu.

Theo mét sd phuong 4n, polynucleotit dugc thé hién bang cong thic @:

S, S 8
z o) 5

Cong thuce (I)

mi X doc 1ap 1 oxy hodc luu huynh; |

mdi R’ doc 1ap 1 hydro, flo, hydroxyl, alkoxy, alkoxy di dugc thé hoic
hydroxyl da duoc bao vé;

| R° 13 amin, hydroxyl, amin d3 duoc bao vé, hydroxy da dugc bao vé, -O-T-Z
hoac -NH-T-Z;

mdi T ddc lap 1a gbc lién két tay y;

mdi Z doc 1ap 1 H, lipit, chit mang, oligonucleotit, polyme, polypeptit, chat
danh dau d& phét hién duogc, hogc thé; va

nlasé nguyén tir ndm trong khoang tir 1 dén 1000. Can phai hiéu ring céc
oligonucleotit c6 cong thire (I), ¢6 thé tn tai & dang mudi. Nhu vay, céc lién két lién
nucleosit cua c6ng thire (I) ¢ thé & dang mudi ma chira ion déi thuan tién bat ky.

Céc dang nay dugc du dinh nam trong pham vi ciia séng ché. Can phai hiéu rang ¢
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thé cac bd tri ddng phan hd bién khac cua céc lién két lién nucleosit clia polynucleotit
dugc mo ta & Cong thirc (I)' 14 c¢6 thé. Céc dang nay duogc du dinh nim trong pham
vi clia sang ché. -

Theo mét sb phuong 4n cta cong thie (I), mdi R? 14 hydro. Theo mdot sb
phuong 4n ctia cong thire (I), mdi R® 1a flo. Theo mdt sb phuong én’cﬁa cong thire
(I), mdi R? 14 hydroxyl. Theo mét sé phuong an ctia cong thire (I), R® 14 amin. Theo
cac phuong 4n nhat dinh ciia cong thire (I), R® 14 hydroxyl. Theo mét s phuong 4n
ctia cong thirc (I), Z 1a H. Theo mdt sé phwong 4n ctia cong thire (1), Z 1a lipit (vi du,
nhu duch boc 16 trong ban mod ta nay). Trong cac truong hop nhat dinh, lipit 13 axit
béo (vi du, nhur duge bdc 16 trong ban mé ta ndy). Theo mot sb phudng an cua cong
thirc (I), Z 12 chit mang. Theo mét s phuong 4n cia coéng thirc (I), Z la
oligonucleotit. Theo mot sb phuong anciia cong thirc (I), Z 1a polyme. Trong céc
truong hop nhét dinh; polyme 14 PEG. Theo mét s& phuong 4n ctia cong thic (1), Z
1a polypeptit. Theo mét sé phwong 4n cta cong thire (1), Z 14 ddu d& phat hién. Theo
mdt s6 phuong 4n cta cong thic (I), Z 12 thé gén. Theo mot sb phuong an cda cong
thic (I), T 1a Véng mat. Theo mot s6 phuong 4n, mdi B dugc lua chon mot cach déc
laptr A, C, G, Tva U.

Theo céc phuong én nhét dinh cta cong thie (I), n 13 s§ nguyén ndm trong
khoang tir 7 dén 500, nhu tlr 7 dén 100, tir 7 dén 75, tlir 7 dén 50, tir 7 dén 40, tir 7
dén 30, tir 7 dén 20, tir 7 dén 15, tir 10 dén 15, hoc tir 13 dén 15. Theo céc phuong
4n nhat dinh, n 13 s6 nguyeén nam trong khoang tir 7 dén 100, nhu tir 7 dén 50, tir 10
dén 50, tir 10 dén 40, tir 10 dén 30, tir 10 dén 25, tir 10 dén 20, tir 12 dén 18, hoic tir
12 dén 16. Theo cic phuwong 4n nhét dinh, n bang 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 hoac 25.

Céc polynucleotit bd trg' cho thanh phin ARN ciia telomeraza
Céc khia canh ctia sang ché bao gdm céc hop chit va céc ché pham chia cac
polynucleotit bd trg cho thanh phan ARN ciia telomeraza clia ngudi, va cac phuong

phép diéu ching. Céc hop chét c6 thé trc ché hoat tinh telomeraza & cac té bao v6i
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d6 hiéu nghiém cao va cé tinh chét hép thu vao té bao.

Trong cac truong hop nhét dinh, polynucleotit bao gbm trinh tu gbm 7, hodc
nhiéu hon, c4u triic sidu phan tir nucleosit bd trg cho thanh phan ARN ctia telomeraza
cia ngudi, nhu 8 hodc nhiéu hon, 9 hodc nhiéu hon, 10 hodc nhiéu hon, 11 hodac
nhiéu hon, 12 hogc nhiéu hon, 13 hodc nhidu hon, 14 ho3c nhidu hon, 15 hogc nhidu
hon, 20 hozc nhiéu hon, 30 ho#c nhiéu hon, 50 hodc nhidu hon c4u tric siéu phan tir
nucleosit bo tro cho thanh phdn ARN cua telomeraza cta nguoi.

Theo mét s6 phuong én, polynucleotit bao gdm tir 3 dén 50 cAu tric sidu phéan
tir nucleosit lién tiép b tro cho thanh phan ARN cua telomeraza cia nguoi, nhu tur
5 dén 40, tlx 7 dén 40, 10 va 40, tir 10 dén 30, tir 10 dén 25, tir 10 dén 20, hodic tir 12
dén 15 cAu trac siéu phan tir nucleosit. Theo cac phuong 4n nhét dinh, polynucleotit
bao gom trinh tur 14 7, hodc nhidu hon, cu tric siéu phan tir nucleosit lién tiép b tro
cho thanh phﬁn ARN cua telomeraza cia nguoi, nhu 10 hodc nhiéu hon, 11 hodc
nhiéu hon, 12 hodc nhiéu hon, 13 hodc nhiéu hon, 14 hodc nhiéu hon, 15 hodc nhiéu
hon, 20 ho3c nhiéu hon, 30 hozc nhiéu hon, 50 hoic nhiéu hon cAu trac siéu phén tir
nucleosit lién tiép bd tro cho thanh phdn ARN ciia telomeraza ctia ngudi.

Theo mét b phuong}én, polynucleotit 13 hop chét dwoc thé hién bing cong
thtrc: |

O-(-L)y

trong d6 O thé hién polynucleotit ¢6 trinh tir gdm céc cu triic sidu phan ti nucleosit
b6 trg cho thanh phan ARN ciia telomeraza ctia ngudi, x 12 nhém lién két tiy y, L 13
gbc lipit va n 13 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 5. Trong mét sb trudng hop,
n bang 5. Trong mdt sb trudng hop, n bang 4. Trong mét s6 trudng hop, n bang 3.
Trong mdt sd trudng hop, n bang 2. Trong mdt sé trudng hop, n bang 1. Do dé, viée
thibt ké cac hop chét doi hoi lua chon hai thuc thé, O va L, va xéc dinh (c4c) lién két
cAu tric gifta cac thuc thé nay, ma c6 thé bao gom nhom lién két tuy v x.

Theo mét sé phwong 4n, hop chét polynucleotit c6 thé dugc thé hién bing
cong thuec:

O-(x-L)a
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trong d6 O 1a polynucleotit cé trinh tu gdm céc céu tric siéu phan tir nucleosit bb
trg cho thanh phin ARN cua telomeraza ctia ngudi, x 13 nhém lién két tay y, L 13
gbc lipit va n bing 1, nhu polynucleotit c6 cong thiic (I), hodc mudi ciia né, trong
dé & cong thuc (1), Z 13?1 géc lipit, T 1a géc lién két tuy y (vi du, nhu duogc boc 16 trong
ban mo ta nay) va cdc nhém B tuong ting véi trinh tur gdm céc ciu tric siéu phan tir
nucleosit bd trg cho thanh phin ARN ciia telomeraza clia ngudi.

Thanh phan polynucleotit O c6 thé dugc xem 14 thanh phan “tac dong” cua
hop chét & chd chinh thanh phin ndy gdy @c ché enzym telomeraza béng céch lién
két v6i thanh phdn ARN cua telomeraza. Vi vay, trinh tu cia O dugc lua chon sao
cho né bao gém viing ma b tro cho trinh tw cia ARN telomeraza, phin néyv duogc
thé hién & SEQ ID NO: 1. Ving ma bd tro cho thanh phdn ARN telomeraza vé Iy
thuyét co thé duoc huéng dich dén phan bit ky ctia ARN telomeraza, nhung cac
ving cu thé ctia ARN telomeraza 13 céc dich duoc uu tién cho cac polynucleotit tic
ché. M6t ving dich duoc wu tién 13 ving trai dai qua céc nucleotit 30 dén 67 cua
SEQID NO: 1, viing nay bao gém “ving khudn”, 13 ving gdm 11 nucleotit cia trinh
tu 5’-CUAACCCUAAC-3’ (SEQ ID NO: 21) ma trai dai qua nucleotit 46 dén‘56

ctia SEQ ID NO: 1. Ving khuon hoat déng dé chi 18 trinh tu cta phé”m lap lai doan a

cudi ma telomeraza bd sung vao cac dau cudi ciia nhidm séc thé va 1a thiét yéu déi
v6i hoat tinh clia enzym telomeraza (xem tai liéu: Chen et al., Cell 100:503-514,
2000; Kim et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 98(14):7982-7987, 2001). Do d6, c4c
hop chét dang duoc quan tim ma chia gbc polynucleotit ¢6 trinh tu bé tro cho toan
bd hodc mot phén ctua vung khuon dugc quan tam. Mot vung dich khac dang duoc
quan tAm 13 ving trai dai qua céc nucleotit 137 dén 179 ctia hTR (xem tai lidu: Pruzan
et al., Nucl. Acids Research, 30:559-588, 2002). Trong ving nay, trinh tu trai dai
qua 141 dén 153 la dich dugc uu tién. Cong b6 don PCT s6 WO 98/28442 boc 16
viée st dung cac polynucleotit cé chidu dai gém it nhét 13 7 nucleotit dé tc ché
telbmeraza, trong d6 cac polynucleotit dugc thiét ké dé bé trg cho céc phan cé thé |
tiép can duoc cia trinh tw hTR bén ngoai ving khuén, ké ca céc nucleotit 137 dén
196, 290 dén 319, va 350 dén 380 ctia hTR.

| Ving cia O ma duge hudng dich dén trinh tir hTR, trong mét s truong hop,
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b tro mét cach chinh xac cho trinh tir hTR tuong tmg. Trong khi cac 16i khép c6
thé dugc cho phép trong céc truomg hop nhét dinh, thi ching duoe du kién lam giam
mirc d6 ddc hidu va hoat tinh cta thé tiép hop polynucleotit thu duoc. Theo mot sb
phuong én, trinh ty bazo cla polynucleotit O dugc lya chon theo cach dé dé bao
gdm trinh tu gdm it nhit 13 5 nucleotit bd tro mét cach chinh x4c cho ARN
telomeraza, va mutc do Gc ché telomeraza c6 thé duge téﬁg néu st dung trinh ty bd
trg voi chiéu dai gia ting, nhur it nhét 13 6, it nht 1a 7, it nhat 13 8, it nhat 13 10, it
“nhét 13 12, it nhat 13 13 hodc it nhét 13 15 nucleotit bd tro mot cach chinh xac cho
ARN telomeraza. Theo céc phuong an khac, trihh tir ctia polynucleotit bao gdm trinh
tur gdm tir it nhét 13 7 dén 20, tir it nhat 12 8 dén 20, tir it nhét 13 10 dén 20 hodc tir it
nhét 13 10 dn 15 nucleotit bd trg mdt cach chinh xac cho trinh tw ARN telomeraza.
C6 thé dat duoc hoat tinh e ché telomeraza t6i wu khi chidu dai ddy du cia
polynucleotit O duoc lya chon dé bd tro cho ARN telomeraza. Tuy nhién, khong can
toan bd chiéu dai cua thanh phin polynucleotit bb trg mdt cach chinh xéc cho trinh
tir dich, va trinh tu polynucleotit ¢ thé bao gdm céc viing ma khong bb trg cho trinh
tu dich. Cac vung nay co thé duoc bd sung, vi duy, dé dem lai céc tinh chit khac cho
hop chét nay, nhu cac trinh ty ma tao thuén lgi cho viéc tinh ché. Néu thanh phﬁn @)
cta polynucleotit bao gdm c4c viing ma khong bd trg cho trinh t dich, thi cic ving
nay c6 thé nim & méf ho#c ca hai dau tan cing 5’ hodc 3°. Trong céc trudng hop khi
Vﬁngcétﬁﬂlbétn)chﬁﬂlxécduqchuéngcﬁdad&nvﬁngkhuén,ﬂﬁcéthédatduqc
muic (rc ché telomeraza hitu hiéu véi ving ngén (5 dén 8 nucleotit) ¢6 tinh bd trg
chinh x4c ma trinh ty gidng telomeraza (gidu G) dugc nbi vao d6 & ddu mat 5°.

Céc trinh tu lam vi du ma bb tro cho ARN telomeraza cua nguoi va céc trinh
tl_i ma duge dua vao 1am mot phan cla thanh phan polynucleotit O, hodc cac trinh tur
nay c6 thé dugc sir dung 1am toan bd thanh phan polynucleotit O bao gdm céc loai
dudi day: |

céc trinh tu bd trg hTR (cac ving cla trinh tu polynucleotit SEQ ID
NO:1 theo cong bd don My s 2012329858); |

(SEQ ID NO: 1)

GGGUUGCGGA GGGUGGGCCU GGGAGGGGUG GUGGCCAUUU
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UUUGUCUAAC
guuGcucccece
GGCGGAAAAG
UAGAGCAAAC
CUCCCGGGGA
ACCCCGCCUG
AGGCACCCAC
CGCGGGUCUC
AGGCCGCAGG
CGCGAUUCCC

CUCACACAUG

CCUAACUGAG

GCGCGCUGUU

CCUCGGCCUG
AAAAAAUGUC
CCUGCGGCGG
GAGGCCGCGG
UGCCACCGCG
UCGGGGGCGA
AAGAGGAACG
UGAGCUGUGG

C
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AAGGGCGUAG

UUUCUCGCUG

CCGCCcuuccA

AGCUGCUGGC

GUCGCCUGCC

UCGGCCCGGG

AAGAGUUGGG

GGGCGAGGUU

GAGCGAGUCC

GACGUGCACC

GCGCCGUGCU
ACUUUCAGCG
CCGUUCAUUC
CCGUUCGCCC
CAGCCCCCGA
GCUUCUCCGG
CUCUGUCAGC
CAGGCCUUUC
CCGCGCGCGG

CAGGACUCGG

GCTCTAGAATGAACGGTGGAAGGCGGCAGG 137-166

GTGGAAGGCGGCAGG 137-151

GGAAGGCGGCAGG 137-149

GTGGAAGGCGGCA 139-151

TGGAAGGCGG

141-151

CGGTGGAAGGCGG 141-153

ACGGTGGAAGGCG 142-154

AACGGTGGAAGGCGGC 143-155

ATGAACGGTGGAAGGCGG 144-158

ATTTTTTGTTTGCTCTAG 160-179

TAGGGTTAGACAA 42-54

GTTAGGGTTAG 46-56

GTTAGGGTTAGAC 44-56
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(SEQ ID NO: 16)
GTTAGGGTTAGACAA 42-56
(SEQ ID NO: 19)
GGGTTAGAC 44-52
(SEQ ID NO: 20)
CAGTTAGGG 50-58
(SEQ ID NO: 17)
CCCTTCTCAGTT 54-65
| (SEQ ID NO: 18)
CGCCCTTCTCAG 56-67

Theo mot s6 phuong 4n, polynucleotit bao gdm trinh ty dwogc chon tir nhém
gbm: GTTAGGGTTAG (SEQ ID NO:4); TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3);
va CAGTTAGGGTTAG (SEQ ID NO:5).

Viéc lua chon loai lién két lién nucleosit dugc sir dung trong qué trinh téng
hop thanh phan O c6 thé dugc thuce hién tir tic nhan héa hoc bat ky trong s6 céc téc
nhan héa hoc polynucleotit san c6, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac lién
két phosphodieste, phosphotrieste, metylphosphonat, P3’=>N5" phosphoramidat,
N3’—=P5’ phosphoramidat, N3’—P5’ thiophosphoramidat, va phosphorothioat.
Theo mét sb phuong 4n, thanh phan O cua polynucleotit c6 it nhéit 13 mét lién két
N3’—P5’ thiophosphoramidat. Theo cac phuong an nhét dinh, cac cu tric siéu phan
tit nucleosit bd tro cho thanh phan ARN ciia telomeraza clia ngudi déu dugc ndi
bang céc lién két lién cAu tric siéu phan tir N3’ —P5’ thiophosphoramidat. Trong cac
trudng hop nhat dinh, lién két lién clu trac siéu phan tr N3°—=P5’ thiophosphor-
amidat c6 ciu tric dudi day:

3’-NH-P(S)(OR)-O-5’
trong d6 R 1a hydro, hodc mudi ctia né. Can phai hiéu ring d6i voi thanh phén bét
ky trong s6 cac thanh phan polynucleotit O dugc bc 16 trong ban md ta nay ma bao
gdm lién két lién cAu tric siéu phan tir d6, cac thanh phan polynucleotit O d6 con c6
thé bao gc‘A)m dang mudi thuan tién bat ky cuia lién két nay. Do vdy, lién két lién ciu
tric siéu phan tir co thé & dang mudi ma bao gdm ion dbi thuan tién bat ky.

Theo mot sb phwong 4n, it nhét 13 hai cAu tric siéu phan tir trong s6 céc cau
tric siéu phan t& nucleosit nay dugc ndi bang lién két lién cdu tric siéu phan tir
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N3’—=P5’ thiophosphoramidat, va cac lién két lién cAu trac siéu phén tir khac ma
dugc chon mét cach doc 1ap tir cdc lién két lién cu trac siéu phén tir N3’=P5’ oxo-
phosphoramidat va N3’ —P5 thiophosphoramidat. Theo mot s6 phuong 4n, cac ciu
tric siéu phén ti nucleosit dugc nbi bang cac lién két lién ciu tric siéu phén tir ma
ma dugc lya chon mét cach ddc 14p tir cac lién két 1ién cAu tric sidu phan tir N3’—P5’
oxo-phosphoramidat va N3’ —=P5’ thiophosphoramidat. Theo mét sb phuong an, cac
cdu tric siéu phan tir nucleosit dugc nbi bang cac lién két lién ciu tric sidu phéan t
ma dugc lya chon mot cach doc 14p tir cac lién két lién cAu tric siéu phan ti N3’ —P5’
oxo-phosphoramidat va N3’ —P5’ thiophdsphoramidat; v6i diéu kién ring it nhit 1a
hai c4u tric siéu phan tir trong s6 céc cAu tric siéu phén t& nucleosit nay duge nbi
bang lién két lién cAu trac siéu phén tit N3’—=P5’ thiophosphoramidat. Theo mot s6
phuong 4n, cac ciu trac siéu phén tir nucleosit déu duoc nbi bang cac lién két lién

cu tric siéu phén ttr N3’—=P5’ thiophosphoramidat.

Theo mét sb phuong 4n, thanh phan O ctia polynucleotit cé trinh tu TAGGG-
TTAGACAA (SEQ ID NO:3), va c4c cAu tric siéu phan tit nucleosit duoc ndi bang
céc lién két lién cAu tric siéu phan tir bao gdm it nhit 1a mot lién két N3’—P5’
thiophosphoramidat. Theo mét sb phuong 4n, thanh phan O ciia polynucleotit c6
trinh ty TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3), va céc cAu tric siéu phén tir
nucleosit dugc ndi biang cac lién két lién cAu tric sidu phan tu bao gdm it nhat hai
lién két N3’ —P5’ thiophosphoramidat. Theo mét s phuong 4n, thanh phan O cta
polynucleotit c6 trinh tt TAGGGTTAGACAA (SEQ IDNO:3), va céc ciu triic sidu
phén tt nucleosit dugc ndi biang céc lién két lién cAu tric siéu phan tir bao gdm it
nhét 13 ba lién két N3’—P5’ thiophosphoramidat. Theo mdt s6 phuong 4n, thanh
phén O cta polynucleotit ¢6 trinh twt TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3), va cac
cau tric siéu phan tir nucleosit duge ndi bang cac lién két lién cAu tric sidu phén tur
bao gbm it nhit 12 bén lién két N3’—P5’ thiophosphoramidat. Theo mdt sé phuong
4n, thanh phan O cua polynucleotit ¢é trinh tr TAGGGTTAGACAA (SEQ 1D
NO:3), va c4c cdu tric sidu phan tir nucleositduoc néi bang cac lién két lién cu tric
siéu phan tir bao gém it nhit ndm lién két N3’ —P5’ thiophosphoramidat. Theo mot
s6 phuong 4n, thanh phin O cua polynucleotit ¢ trinh tt TAGGGTTAGACAA
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(SEQ ID NO:3), va céc cau triic siéu phén tir nucleosit dugc ndi bang céc lién két
lién céu tric siéu phan tir bao gOm it nhét squ lién két N3°—P5’ thiophosphoramidat.
Theo mot sb phucmg}én, thanh phan O cta polynucleotit ¢ trinh tu TAGGGTTA-
GACAA (SEQ ID NO:3), va cic ciu triic siéu phan tir nucleosit dugc ndi bang cac |
lién két lién cdu tric siéu phan ti bao gm it nhét 14 bay lién két N3°—P5” thiopho-
sphoramidat. Theo mét s& phuong 4n, thanh phan O cua polynucleotit ¢6 trinh tu
TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3), va c4c cAu triic siéu phan tir nucleosit dugc
nbi bang céc lién két lién cAu tric siéu phan tir bao gdm it nhat 13 tdm lién két
N3’—=P5’ thiophosphoramidat. Theo mot s phwong 4n, thanh phdn O cla
polynucleotit c6 trinh tt TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3), va cac cAu tric siéu
phén tu nubleosit duoc ndi bang cac lién két lién ciu trac siéu phan tir bao gdm it
nhét 13 chin lién két N3’—>P5’ thiophosphoramidat. Theo mot sé phuong 4n, the‘mh
phin O cla polynucleotit c6 trinh tu TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3), va cac
cAu trac siéu phan ti nucleosit duge nbi bang cac lién két lién céu trac sidu phén tir
bao gbm it nhat 1a muoi lién két N3’ —=P5’ thiophosphoramidat. Theo mét s& phuong
4n, thanh phan O cta polynucleotit c6 trinh tt TAGGGTTAGACAA (SEQ ID
NO:3), va céc cAu tric siéu phén tir nucleosit dugc ndi bang cac lién két lién cu trac
siéu phan tr bao gdm it nhét 1a muoi mot lién két N3’—=P5’ thiophosphoramidat.
Theo mot sb phwong 4n, thanh phin O cua polynucleotit ¢4 trinh tu
TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3), va céc ciu tric siéu phan tir nucleosit duoc
ndi béng cac lién két Hén cAu tric siéu phén tr ma mbi dang dugc lya chon mét cach
ddc 1ap tir cac lién két 1ién cAu triic siéu phén tir N3’—=P5’ oxo-phosphoramidat va
N3’—=P5’ thiophosphoramidat. Theo mdt sb phwong én, thanh phin O cua
polynucleotit c6 trinh tt TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3), va cac céu tric siéu
phan ti nucleosit dugc ndi bang cac 1ién két lién cAu tric siéu phan tir ma duge chon
mot cach dbc 1ap tir cac lién két lién cdu trac siéu phén t&r N3’—P5’ oxo-
phosphorafnidat va N3’—P5’ thiophosphoramidat; v6i diéu kién 13 it nhat 13 hai ciu |
tric siéu phén tir trong sb céc cu tric sidu phén tir nucleosit nay duge ndi bang lién
két lién céu tric siéu phan tor N3’=P5’ thiophosphoramidat. Theo mt s& phuong

4n, thanh phan O cua polynucleotit c6 trinh tu TAGGGTTAGACAA (SEQ ID
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NO:3), va céc ciu tric siéu phan tir nucleosit déu dugc nbi bang lién két lién chu
tric siéu phan tt N3’ —P5 ’thiophosphofamidat.

Theo tét ca c4c phwong 4n trén day va dudi day, cu thé 13, c4c lién két lién cu
tric siéu phén tr N3’—P5’ thiophosphoramidat 13 -NH-P(=0)(SH)-O- ho#c chét
dong phan h3 bién cua ching, hodc mudi cua chiing; va cu thé 13, cac lién két chu
tric siéu phan tir N3’—P5’ oxo-phosphoramidat 13 -NH- P(=0)(OH)-O- hoic chét
déng phén:h(:) bién cta chiing, hoic mudi cla chung. Cu thé hon 13, theo tAt ca cac
phuong 4n trén day va sau day, cu thé 13, lién két lién cAu tric siéu phan ti N3’ —P5’
thiophosphoramidat 13 -NH-P(=0)(SH)-O- hoc chét dong phén hd bién cta chung,
hodc mubi natri ctia chiing; va cu thé 13, cac lién két lién cu trac sidu phan tu
N3’—P5’ oxo- phosphoramidat 1a -NH-P(=0)(OH)-O- hoic chét déng phan hd bién
ctia chting, hosc mudi natri ctia ching.

‘Theo mdt phwong 4n trong sb cac phwong 4n nay, sang ché dé xuét ciu triic
bat ky trong sb cac cau truc cu thé dugc boc 16 trong ban mo ta nay, trong do tuy y
mét hodc nhiéu, cu thé 13 mét, lién két lién cu tric sidu phan tir N3’ —P5’ thiopho-
sphoramidat dugc thé bang lién két lién cdu truc siéu phan tir N3’—P5’ oxo-
phosphoramidat. Theo mét phuong én trong sé cac phuong 4n ndy, sang ché d& xuét
cdu tric bat ky trong sb cac cAu tric cu thé duge boc 16 trong ban mb ta nay troﬁg
d6 mdt hodc nhiéu, cu thé 13 mot, lién két lién chu trac siéu phan tir N3’~P5’
thiophosphoramidat duoc thé bang cac lién két lién ciu tric siéu phén to N3’ —=P5’
oxo-phOsphbramidat. |

Trong mét sb trudng hop, cac hop chét theo sang ché c6 hiéu qua hon trong
viée gly trc ché telomeraza & té bao so vé6i céc polynucleotit twong Umg ma khong
dugc tiép hop véi thanh phén lipit. D4 biét ring thanh phan L cia lipit hoat dong dé
gia tdng muc hép thu hop chét vao té bao, cu thé 12 tao thuan loi cho su di chuyén
qua mang té bao. Trong khi co ché x4y ra hién tuong nay chwa duoc lam séng to
hoan toan, c6 kha ning 14 thanh phan lipit ¢ thé tao thuan loi sy lién két hop chat
vao mang té bao & dang phan ttr don 18, hodc dang thé két tu (mixen), :vc'ri hién tuong
ndi bao hoa ké tiép. Tuy nhién, hiéu biét chinh x4c vé co ché 14 khong can thiét dbi

v6i cac hgp chat theo sang ché s€ dugc st dung.
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Thanh phén lipit c6 thé 13 lipit hoic dan xuét lipit bat ky ma 1am tang muc do
hép thu vao té bao so véi polynucleotit khong duoc cai bién. Cac lipit dang duoc
quan tdm bao goém, nhung khéong chi gi6i han &, cdc hydrocacbon, cac chét béo (vi
du, glyxerit, axit béo va dan xuét axit béo, nhu amit béo) va sterol. Khi thanh phén
lipit 13 hydrocacbon, thanh phan L c6 thé 14 hydrocacbon dang vong da dugc thé
hoac khéng duoc thé hoic hydrocacbon béo mach théng hoac mach nhanh, ma co
thé 13 no hozc khéng no. Cac vi du bao gém céc hydrocacbon mach thiang khong
nhinh ma no hoan toan hoic khéng no & nhiéu lién két. Chiéu dai ctia mach
hydrocacbon c6 thé thay d6i tir C2 dén C30, nhung c6 thé dat dwoc mirc e ché
telomeraza t8i uu véi cadc mach cacbon C8 dén C22. Céac vi du vé hydrocacbon no
(alkan) dang dugc quan tdm duogc liét ké dudi day:

Tén theo hé théng / Mach cacbon

Tetradecan Ci4H3o

Pentadecan C;sHs,

Hexadecan CisHz4

Heptadecan Cy7H36

Octadecan CigHzs

Nonadecan Ci9Hyg

Eicosan CyHa,

'Dang khong no mot lan va nhiéu 1an (alken va polyen, nhu alkadien va
alkatrien) cta cac hydrocacbon ciing c6 thé dugc chon, trong d6 cac hop chét c6 mot
dén ba lién két d6i dang dwoc quan tAm, méc di hop chét cé nhiéu lién két d6i hon
c6 thé duge sir dung. Céc alkyn (chira mot hogc nhiéu lién két ba) va cac alkenyn
((c4c) lién két ba va (cac) lién két doi) ciing c6 thé dugce sir dung.

Cac dang da dugc thé cua hydrocacbon c6 thé duoc sir dung & cac hop chét
theo sang ché, vdi cac nhém phéan tir thé 13 in vivo va in vitro dugc quan tim. Trong
mdt sb trudong hop, phan tir thé 13 flo. Céc chu trac chung lam vi du cﬁa cac
hydrocacbon da dugc flo hda bao gdm: CF3(CF,)y-(CHy)n-, trong d6 m it nhét bérig

1, trong mét sb trudng hop it nhat bang 2, va n nam trong khoang tir 1 dén 30, nhu
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flotridecan: CF3(CF2)o(CHy)s; va CH3(CHa)a(CF2)s(CHy).- trong d6 a, b va ¢ ddc 1ap
bang 1 _dén 30.

Céc thanh phan lipit thich hop khéc dang duge quan tdm bao gdm, nhung :
khong chi gidi han &, axit béo don gian va chét dan xudt cua axit béo, glyxerit va cac
lipit phitc hop hon nhu sterol, vi dy, cholesterol. Axit béo va céc chét d4n xuét dang
dugc quan tdm cda ching co thé 13 hoan toan no hodc chira mdt hodc nhiéu lién két
khong no. Chidu dai ciia mach cacbon c6 thé thay ddi tir C2 dén C30, nhung c6 thé
dat dugc mirc e ché telomeraza t6i uu vé6i cac mach cacbon C8 dén C22. Céc vi du
vé axit béo no dang duoc quan tAm dugce liét ké dudi day:

Tén theo hé théng / Tén thong dung / Mach cacbon

' Tetradecanoic myristic 14:0

Hexadecanoic palmitic 16:0

Octadécanoic stearic 18:0

Eicosanoic arachidic 20:0

Dang chira mét va dang chtra nhiéu lién két khéng no cuia axit béo cling cd thé
duoc str dung, voi cac hop chat c6 mot dén ba lién két dbi 1a dang dugc quan tAm,
méac du cac hop chét c6 nhiéu lién két d6i hon cling c6 thé duoc st dung. Cac vi du
v& axit béo chira mét lién két khong no va axit béo chira nhiéu lién két khong no
thong thuong dang duoc quan tAm ma ¢ thé duge sir dungbao gdm:

Téh theo hé théng / Tén théng dung / Mach cacbon

Cis-9-hexadecanoic palmitoleic 16:1(n-7)

Cis-6-octadecanoic petroselinic 18:1 (n-12)

Cis-9-octadecanoic oleic 18:1 (n-9)

9,12-octadecadienoic linoleic 18:2 (n-6)

6,9,12-octadecatrienoic gama-linoleic 18:3 (n-6)

9,12,15-octadecatrienoic alpha-linoleic 18:3 (n-3)

5,8,11,14-eicosatetraenoic arachidonic 20:4 (n-6)

Cac axit béo c6 mot hodc nhiéu lién két ba trong mach cacbon, cling nhu axit
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béo mach nhénh ciing c6 thé duge sir dung & cac hop chét theo sang ché. Cac dang
d3 duoc thé cua axit béo c6 thé duoc sir dung & cac hop chit theo sang ché. Nhu véi
cac nhém hydrocacbon, cic nhém phan tir thé ma tro in vivo va in vitro 13 dang duoc
quan tAm, nhu flo. C4c cAu triic chung lam vi du vé chit din xuét di dugc hop flo
nhidu 14n cta axit béo thich hop dé dung theo sang ché 1a: CF3(CF»),-(CH,)nCO-
trong d6 m it nh4t bang 1, t6t hon néu it nhéit bang 2, va n bang 1 dén 30, va
CH;(CH,)o(CF,)s(CH,).CO- trong d6 a, b va ¢ doc l4p bang 1 dén 30.

Trong mot s6 truong hop, tr mot dén nim thanh phén L(n bebmg} 1,2,3,4hoac
5) dugc lién két cong hoa tri v6i thanh phan O, thong qua mét gbe lien két tuy ¥.
Trong mot sb trudng hop, mot hodc hai thanh phan L dugc ding (n=1 hosc 2). Khi
nhiéu hon mét thanh phan L duoc lién két véi hop phan O, mdi thanh phan L dugc
chon mot cach doc lap.

'Cén hidu ring céc hop chit theo sang ché dugc mb ta 13 ¢6 hydrocacbon chi
dinh lam géc L va hop chét duge mo ta 14 c6 axit béo chi dinh (véi cliing sb nguyén
tﬁ cacbon nhu hydrocacbon chi dinh) 14 lién quan gan va chi khéc biét vé ciu tric &
ban chét cua lién két ma ndi gbc L véi polynucleotit, ma chinh 1a két qua cta quy
trinh téng hop duoc 4p dung dé tao ra hop chit ndy. Vi du, va nhu duge md ta chi
tiét hon dudi day, khi cac hop chit dwoc tong hop cé gdc L da dugc tiép hop vao
diu tdn cing 3’-amin cua polynucleotit (c6 cic lien két lién nucleosit
| phosphoramidat hodc thiophosphoramidat), viéc st dung dang aldehyt cua axit béo
(aldehyt béo) 1am nguyén liéu ban du khién tao ra lién két amin gitta mach lipit va
polynucleotit, sao cho nhém lipit xuét hién nhu hydrocacbon. Trai lai, viéc sir dung
cac dang axit cacboxylic, anhydrua axit hodc clorua axit cia cung mot axit béo khién
taoralién két amit, sao cho nhém lipit xuét hién nhu chit din xuét axit béo, dic biét
la trong truong hop ndy amit béo (nhu da néu & phan dinh nghia trén day, dé don
gian, thuat ngir “axit béo” khi mo td nhom L da dugc tiép hop duoc sir dung theo
nghia rong trong ban mo ta nay dé bao gdm chét dan xuét axit béo, ké ca amit béo).
Diéu nay dugc minh hoa & cac so d6 duéi day, ma thé hién dau tdn cing 3’-amin
cta polynucleotit phosphoramidat d4 dugc néi vao thanh phan lipit C14. Trén so do

A, L 2 axit tetradecanoic (aXit myristic), ma trong d6 két ndi gitta nhém L va nhém
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O la amit. Trén so d6 B, L 1 tetradecan, va két nbi gitta nhém L va nhém O 1a amin.
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Lién két gitta thanh phan O va thanh phin L c6 thé 1a lién két truc tiép, hoic
c6 thé 13 théng qua gbc lién két tuy ¥, vi du, x hodc gdc lién két tiy ¥ T cua cong
thie (T). Nhém gée lign két c6 thé hoat dong dé tao thuén loi cho viéc téng hop céc
hop chét v& mit héa hoc. D nhém gbc lién két duoc sir dung dé 1am trung gian cho
viéc tiép hop thanh phan O va thanh phan L hay khéng, thi van c6 nhiéu vi trf trén
thanh phan O ctia polynucleotit ma c6 thé dugc tiép hop mét cach thusn tién vao
(c4c) thanh phan L. C4c diém lién két thich hop bao gdm dAu tin cing 5’ va dau tén
cﬁng 3°, mét hodc nhiéu nhan duong, mach chinh li€n nucleosit va céc nucleobazo
cta polynucleotit. Trong mét sb truong hop, gbc L duge gin vao diu tan cung 3’

hodc 5’ cua polynucleotit.

Néu thanh phén L duoc dé gén vao dau tan cung 3’, thi co thé gén mot cach
truc tiép vao phan tr thé 3°, ma trong truong hop cua céc polynucleotit
phosphoramidat va thiophosphoramidat dugc uu tién la nhém 3’-amin, va trong céc
truong hop khac, nhu céc polynucleotit phosphodieste thong thuong, 13 nhém 3-
hydroxy. Theo cach khac, gbc L c6 thé duoc lién két thong qua nhém phosphat da
duoc lién két & 3°, ma trong d6 hydrocacbon hexadecan dugc lién két vao 3’
phosphat ctia polynucleotit thiophosphoramidat thong qua gbc lién két O-alkyl. Néu
gbc L dwoc dé lién két vao dau tan cing 5°, thi né ¢6 thé duoc gén thong qua nhom
phosphat d3 duoc lién két & 5. Viée gin vao bazo trén gbe O co thé théng qua

nguyén tir thich hop bt ky, vi du, vao nhém amin N2 ctia guanosin. Khi n>1 sao
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cho nhiéu géc lipit dwoc dé gén két vao thanh phan O, thi tirng thanh phan L da duoc
chon mét cach riéng biét c6 thé dwoc gin & (cac) vi tri thuan tién bat ky. Vi du, mot
nhém L ¢6 thé duogc gén vao tung dau tan cung, cac nhom L khac nhau c¢6 thé duoc

gan vao cac bazo, hoac hai hodc nhiéu nhém L c6 theé duge gan & mdt dau tan cung.

Thanh phan gbc lién két tiy v x c6 thé duoc st dung dé ndi thanh phan O va
thanh phan L cta cac hop chit. Can phai hiéu ring gbc lién két tuy ¥ (vi du, x, hodc
T cua cong thirc (1)) c6 thé duge gin vao polynucleotit (vi du, O) théng qua nhém
phosphat & dau tin cung, vi dy, nhém phosphat duoc lién két & 3’ hodc nhém
phosphat duoc lién két & 5. Néu gbe lién két duge sir dung, thi né duogc tich hop
vao quy trinh téng hop nhu duoc boc 16 trong ban mé ta nay. Cac vi du vé nhém gbe
lién két thich hop bao gém gbc lién két amin glyxerol va gdc lién két loai O-alkyl

glyxerol ma c6 thé dugc thé hién 14n luot bang cac ciu tric chung:

YR pr (VY W
~ ACH:" {aww e

el

o
A

trong d6 R’ 1a H, OH, NH, ho#c SH; Y 14 O, S ho#ic NR; R 1a H, alkyl hoic alkyl
duoc thé; va mdi n va m doc 1ap 13 cac sb nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 18.
Céc vi du vé gbc lién két thich hop dang duoc quan tam 1a gc 1ién két aminglyxerol,
trong d6 R’ 14 OH, Y 13 O, va mdi m va n déu bang 1: |

NS .

A
i 7
™ ~o*
H

Ok

gbc lién két bis-aminglyxerol, trong d6 R’ 1a OH, Y 13 NH, va mdi m va n déu bang
l:

re

\\ N / ™ m‘a ‘&x‘f
i j/ il
OH
va gdc lién két O-alkyl glyxerol, trong d6 R 1a H:
TN TN

— e

M
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Céc polynucleotit di duoc cai bién lipit Iam vi du ma c6 thé dugc didu ché
theo cac phuong phap theo sang ché bao gdm cac hop chét duge thé hién & Hinh 1
(vi du, cac Hinh 1A dén 1DD) ctia don ding ky sang ché My s6 US20120329858
cia Gryaznov va cic dong tac gia “Modified oligonucleotides for telomerase

inhibition”, ndi dung cla tai liéu nay duoc dua toan bd vao ddy bang cach vién dan.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, ché phdm bao gdm hop chit duoc thé hién

bang cau tric:

H OH
W od o o
| .
o - SH k j
ﬂif{
Omi;-SH
0 A
ey
&}H .
O=§’—8H
O""[GnpsGnpanpsTﬁpsTnpsAnpsgnpSAnpsc’npsAnps}! 5 A

NH,

| hodc mudi ctia chiing, trong dé “nps” thé hién lién két thiophosphoramidat (vi du,
-NH-P(=0)(SH)-O- hoic chat déng phan hd bién ciia né, hodc mudi clia né), néi 3’-
cacbon clia mot nucleosit vao 5’-cacbon ctia nucleosit lién k&. Can phai hiéu rang
hop chét dugc thé hién & cong thirc trén ddy c6 thé ton tai & dang mudi. Khi cd thé
ton tai, dang nay duoc du tinh trong pham vi ctia sdng ché. Theo céc phuong 4n nhét
dinh, ché phém chtra mudi dugc dung cda hop chét. Trong céc truong hop nhét dinh,
ché pham chtra mudi natri ctia hop chit. Theo cac phuong 4n nhat dinh, ché phdm
chira mudi cation c6 héa tri hai ctia hop chét, nhu mudi magie cla hop chét. Theo
cac phuong an nhét dinh, ché phém chtta mudi cation c6 héa tri ba ctia hop chét, nhu

muoi nhom cta hop chat.

Theo cac phuong an _nhét dinh, ché phdm chira hop chit dugc thé hién bang

cau trac dudi day:
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o
. ’;L‘NH
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= NH,
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| NH,

(M),

s

trong d6 moi M*" doc 14p 1a hydro hodc ion doi thuén tién bat ky ciia mudi, moi x

doc lap bang 1,2 hoidc3 vanla sd nguyén ndm trong khoang tir 5 dén 13. Trong mét

$6 truong hop, n bz‘?mg 5,6,7,8,9, 10, 11, 12 hoac 13. Trong céc truong hop nhét

dinh, mdi x doc 14p bang 1, 2 hoic 3 van 14 sé nguyén ndm trong khoang tir 5 dén

12. Trong céc trudng hop nhét dinh, n bing 13. Trong cac trurong hop nhét dinh, mdi

x bang 1. Trong céc trudong hop nhét dinh, mdi x doc 14p bang 1 hoic 2. Trong céc

trudng hop nhét dinh, mbi x doc 1ap bang 1 hodc 3. Trong cac truong hop nhét dinh,

mdi M** doc 14p 14 ion dbi cation. Trong cac trudng hop nhét dinh, mdi M** ddc lap

la ion doi cation, moi x ddc lap bang 1, 2 hoac 3 van la s6 nguyén ndm trong khoang

tir 5 dén 12. Trong céc truong hop nhit dinh, m&i M** doc 14p 13 hydro hogc ion ddi
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cation thuén tién bat ky, mdi x ddc 1ap b%mg 1,2 hoic 3 vanlasd nguyén nam trong
khoéngbtl‘r 5 dén 12. Trong cac trudng hop nhit dinh, M** 14 hydro. Theo mot sé
phuong an, (M*"), 13 (Mg )(M")11. Theo mét sé phwong an, (M), 1a (Mg2*),(M .
Theo mét sé phuong an, (M*"), 14 (Mg2*)o(M*)s. Theo mdt sb phuwong an, (M*); 1a
(Mg2")3(M*);. Theo mét s6 phuong an, (M), 13 (Mg2*)4(M*)s. Theo mét s6 phuong
an, (M), 1a (Mg?*)s(M*)s. Theo mdt sé phuong an, (M*), 1a (Mg?)e¢(M*). Theo
mdt sb phuwong an, (M), 14 (Mg2")(M")12, trong d6 ion dbi Mg?* c6 thé tao ra mot
cdp ion bd sung véi mach chinh anion ctia mét oligonucleotit khac. Theo mét sb
phuong an, (M), 13 (Mg )2(M*)11, trong d6 céc ion dbi Mg?* 6 thé tao hai cip ion
bd sung véi (cac) mach chinh anion ctia mét hoic hai oligonucleotit khac. Trong cac
truong hop nhit dinh, ion d6i M*ctia mudi magie hdn hop 14 natri. Trong céc trudng
hop nhét dinh, ion d6i M* ctia mubi magie hdn hop 14 amoni. Trong cac truong hop

nhét dinh, ion d6i M* cia mudi magie hdn hop 13 trietylamoni.

Theo céc phwong 4n nhit dinh, ché phim chira hop chit dugc thé hién bang

cau truc dudi day va c6 theé bao gdm céc ion doi cation thuén tién bat ky cia muoi:
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o NH,
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Theo céc phuong 4n nhét dinh, ché phdm chita hop chét dugc thé hién bing

cau truc:
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Céc polynucleotit da dwoc cai bién ciia lipit

Céc phuong phép tong hop khac nhau cé thé dugc ap dung dé tiép hop gbe
lipit L vao polynucleotit, tiy theo ban chét cua lién két duge chon, ké ca cac phuong
phap da dugc bde 10 ‘trong tai liéu: Mishra et al., (1995) Biochemica et Biophysica
Acta, 1264:229- 237, Shea et al., (1990) Nucleic Acids Res. 18:3777-3783, va Rump
et al., (1998) Bioconj. Chem. 9:341-349. Quy trinh téng hop cac hop chit ma trong
d6 gbe lipit duoc tiép hop & dau tan cling 5° hoic dAu tan cung 3’ clia polynucleotit

c6 thé dat dugc théng qua viée st dung cac nhém churc thich hgp & dAu tan cung

-65-



35738

thich hop, trong mot s trudng hop 13 nhém amin hoic nhém hydroxyl, ma cé thé
cho phan ng v&i axit cacboxylic, axit clorua, anhydrit va cac este c6 hoat tinh. Cac
nhém thiol cling c6 thé dugc st dung lam nhém chirc (xem tai li¢u: Kupihar ef al.,
(2001) Bioorganic and Medicinal Chemistry 9:1241-1247). C4 hai dang cai bién
amin v thiol ¢6 chidu dai mach khac nhau ddu sin c6 trén thi trudng dé dung cho
viée tbng hop polynucleotit. Polynucleotit c6 lién két N3’—=P5’ thiophosphoramidat
chira nhém 3’-amin (hon 13 3’-hydroxy dugc tim thiy & hau hét cac héa chét
polynucleotit théng thuong), va do d6 cac polynucleotit nay 1a co hoi duy nhét dé

tiép hop cac nhém lipit vao déu tin ciing 3’ ctia polynucleotit.

Céc phuong phép khéc nhau ¢6 thé dugc 4p dung dé gan nhom lipit vao cac
ddu tin cing cia cic polynucleotit bing tdc nhan hoéa hoc N3’—>P5 > thio-
phosphorainidat (vi dy, gbc lién két palmitoylamit-1-O-(4,4’-dimetoxytrityl)-2-O-
suxinyl propaediol). P& gan vao déu tan ciing 3’, cac hop chét d3 duoc tiép hop c6
thé duoc tdng hop bang cach cho nhém 3 ‘-amin ty do cua polynucleotit d& dugc lién
két vao nén rin duoc bao vé hoan toan phan tng véi axit anhydrlia tuong tmg, tiép
theo 14 khir bao vé bing ammoniac va tinh ché. Theo cach khéc, c4ch lién hop axit
cacboxylic cua lipit vao nhém 3’-amin tu do cuia polynucleotit da dugc lién két vao
nén bang cach sir dung chét lién hop nhu carbodiimit, HBTU (N,N,N’,N -tetrametyl-
O-(1H-benzotriazol-1-yl)uroni hexaflophosphat) hogc 2-clo-l-metylpyridin iodua c6
thé dugc &p dung dé tiép hop nhom lipit. Hai phuong phap ndy tao lién két amit gitta
lipit va polynucleotit. Lipit ciing c6 thé dugc gin vao chudi polynucleotit bang cach
st dung chat din xuét phosphoramidit cta lipit d& dugc lién hgp véi polynucleotit
trong qua trinh kéo dai chudi. Phuong phép nay tao ra lién két phosphoramidat (vi
du, thiophosphoramidat) ndi lip'it va polynucleotit (dugc minh hoa bang vidulahop
chét propyl-palmitoyl va 2-hydroxy-propy1—palmitoyl). Phuong phép khac nita bao
gbm phan ting cia nhém 3’-amin ty do cua polynucleotit d& dugc lién két vao nén
duge bao vé hoan toan véi aldehyt lipit thich hop, tiép theo 1a khu bang natri

xyanoborohydrua, qué trinh nay tao ra lién két amin.

Dé gin vao d4u tan ciing 5°, polynucleotit ¢é thé duoc tong hc_rp béang céch sir
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dung nén rén chtra lipit d3 duogc cai bién, sau d6 13 qué trinh téng hop polynucleotit
theo chiéu 5’ dén 3 nhu duoc mé ta trong tai lidu ctia Pongracz & Gryaznov (1999).
Mot vi du vé nén dugc cai bién duoc dé xuit dudi day. Trong trudng hop n=14, axit
béo 13 axit palmitic: phan tng cta 3-amin-1, 2-propanediol v&i palmitoyl clorua, tiép
d6 1a viéc dimetoxytrityl héa va suxinyl hoa tao ra san phdm trung gian dugc Sur
dung d& lién hop v6i nén rén. Trong mot sb trudng hop, R ¢6 thé 1a thuy tinh xbp

duoc kidm soat tir amin alkyl mach dai. Trong céc trudng hop nhét dinh, R 13 nén

ran polyme.
i
&y
/
Hat,
%,
CH,y
§ smé';
X,_h
i3
¢ %
; LCH
{a ) §¢J ‘“CH?
{ <’:§.;':;} Sa oI
Fy AT * !
TINH HUU DUNG

Céc phuong phap va céc ché phdm theo sang ché, vi du, nhu duge md ta trén
day, co thé dugc 4p dung trong mot loat ng dung. Céac Umg dung dang dugc quan
tam bao gém, nhung khéng chi giéi han &: cac img dung diéu tri bénh, cac img dung
chén doén, cac ing dung nghién cir, va cac img dung sang loc, nhu dugc tim hiéu

mot cach chi tiét hon dudi day.

Céc hop chat theo sang ché c6 thé dugc st dung trong mot loat tmg dung diéu
tri bénh. Theo mdt sb phuong 4n, cac phuong phép tao ra polynucleotit dugc ap dung
d8 didu ché cac polynucleotit ma dem lai loi ich diéu tri bénh. Cac loai bénh ma c6
thé didu tri dwoc bing cach sir dung cac ché phdm theo séng ché khéng bi gi6i han.
Vi du, cac ché phflm co théduqc ding dé diéu tri mét sb bénh di truyén hoc. Theo
mdt sé phuong én, cac phuong phap theo sang ché Vév céc ché phdm c6 cac Umg dung
d6i nghia. Theo mét sb phuong an, cac phuong phép theo sang ché va cac ché phdm
cé cac ung dung khang nguyén. Theo cac phuong an nhit dinh, cic phuong phép

theo sang ché va cac ché pham co tac dung trc ché telomeraza, nhu cac loai dugc m6
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t4 trong bang sang ché My s 6,835,826, va cong bd don ding ky sang ché My sb
20120329858, ndi dung bdc 19 cia tai liéu nay duge dua toan bd vao day béng cach
vién dan.

Séang ché dé xuét cac hop chét ma co thé trc ché mét cach hiéu ‘nghiém va dac
hiéu hoat tinh telomeraza, va do d6, co6 thé duoc dung dé vrc ché su tang sinh clia cac
t& bao duong tinh véi telomeraza, nhu céc té bao khdi u. D4 thay nhiéu loai t& bao
ung thu khac nhau duong tinh vdi telomeraza, ké ca té bao ung thu da, md lién két,
m&, va, phéi, da day, tuy, budng trimg, ¢b ti cung, tir cung, than, bang quang, rudt
két, tuyén tién liét, hé than kinh trung wong (central nervous system - CNS), v8ng
mac va u huyét hoc (nhu u‘ tiy, bénh bach ciu va u bach huyét). Cac loai ung thu
dang dugc quan tdm bao gbm, nhung khong chi giéi han &, xo héa tiy xwong, bénh

ting tiéu cau, hdi ching loan san tiy va bénh bach cau phat sinh tir tiy xuong.

| Céc hop chét theo sang ché c6 thé dugc ding dé diéu tri cac bénh huyét hoc
4c tinh va céc rdi loan tang sinh tay, bao gém, nhung khéng chi gidi han ¢, bénh
ting tiéu cau thiét yéu (essential thrombocythemia - ET), bénh da héng cau
(polycythemia vera - PV), bénh bach cau phat sinh tir tiy xuong man tinh (chronic
myelogenous leukemia - CML), xo hoa tiiy xwong (myelofibrosis - MF), bénh bach
cau do Bach clu trung tinh man tinh, bénh bach cAu do bach ciu ua eosin man tinh,
va bénh bach cu phat sinh ﬁ‘r tuy xuong (myelogenous leukemia . AML) cép tinh.
Céc hop chét theo séng ché c6 thé dugc ding dé diéu tri cac hoi chiing loan san tiy,
ma bao gé)m bénh nhu thiéu mau kho chita, thiéu mau khé chita du nguyén bao, bénh
giam té bao mau kho chira kém loan san da dong, giam té bao mau kho chita kém
loan san don dong, va bénh bach cAu tily bao-bach ciu don nhan to man tinh (chronic
myelonionocytic leukemia - CMML). Cac hop chét theo sang ché c6 thé dugc ding
dé diéu tri cac bénh huyét hoc, nhu cac loai d4 dugc mod ta trong don PCT $0
PCT/US13/070437 ndp ngdy 15 thang 11 nim 2013, phan bdc 16 clia tai liéu nay

duoc dua toan bd vao day bang cach vién dan.

Do vay, cac hgp chét duoc dé xuét trong ban mo ta nay co thé duoc dung mot

cach rong rdi trong viéc diéu tri nhiéu loai bénh 4c tinh. Trong mot s6 trudng hop,

-68-



35738

cac hop chét theo sang ché c6 thé 14 hitu hiéu trong viéc diéu tri bénh ma phan biét
gifta t& bao 4c tinh va té bao binh thudng & mirc d6 cao, tranh nhiéu tac dung phu cd
hai & hiu hét c4c ché d6 héa trj lidu hién tai ma dua vao cic tic nhan ma tidu diét
céc t& bao dang phan chia mdt cach bira bai. Hon nita, trong mot s6 trudng hop, céc
hop chét da duoc cai bién lipit theo sang ché 13 hidu hghiém hon céc oligonucleotit
khong dugc }tié'p‘ hop tuong duong, diéu ndy cé nghia 13 ching cé thé dugc ding &
lidu luong thip hon, c6 muc db an toan cao hon va giam dang ké chi phi ctia viéc
didu tri. Chét tc ché telomeraza c6 thé dugc dung cing véi cach diéu tri ung thu
khéc, ké ca loai bé béng phau thuat khdi u nguyén phat, héa tri va xa tri. Do d6, sang
ché d& xuét cac hop chét va cac ché phdm dugc boc 16 trong ban md ta ndy dé dung
lam dwoc phdm. Sang ché é(‘)n dé xuét cac hop chét va cac ché pham duogc boc 19
trong ban mé ta ndy dé ding trong viéc diéu tri hodc phong ngira bénh bét ky trong
s6 cac bénh 4c tinh néu trén.

Céc hop chét va cac phuong phép theo sang ché c6 thé duoc ding trong céc
tmg dung chin doén khéc nhau, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, phat trién
chin doan 14m sang, vi du, chin doan in vitro hodc céc tac nhan hién hinh khdi u in
vivo. Céc img dung nay la hitu dung trong viéc chén doan hodc xac nhan chin doan
vé tinh trang bénh, hodc tinh man cam vé&i bénh. Cac phuong phéap nay con hitu dung
d8 theo dai tin trién ctia bénh va/hoiic dép tmg véi vide didu tri & bénh nhén ma da

duoc chan doan mac bénh.

Cic vi du thwe hién sang ché
Vi du 1. So luge

Céc vi du nay mo ta cac tht nghiém didu ché cac dang khac nhau c6 h()a tri
hai hodc hoa tri ba cua Imetelstat, nhu Ca, Ba, Mg, Al, Fe, Cu, Vvé Zn tir mudi natri
cua Imetelstat. Trong cac thit nghiém nay, murc cai thién vé d6 tinh khiét bang cach
ap dung cac phuong phap didu ché bao gdm viéc tao ra va phan 1ap cac mubi ctia
cation hai rang hodc cation ba rdng ma c6 thé lién két v6i mot, hai hodc ba nhom

phosphat clia Imetelstat duge danh gia. DO hoa tan va do thim thiu cta cac dang
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muoi tao ra cling dugc nghién ctru.

Viéc didu ché cic mubi canxi Imetelstat, bari Imetelstat, magie Imetelstat,
nhom Imetelstat, Fe (II hodc IIT) Imetelstat, va dong Imetelstat dugc khao sat bang
cach sir dung CaClp, MgCl,, BaCl,, CuCl,, ZnCl,, A1Cl3, FeCly, va FeCls.

Ba phuong phép ép dung d& trao dbi mudi duogc nghién ctru: st dung nhua
trao ddi cation manh (FINEX MFG 210), lam két tia, va hoa tan don gian. Khi dung
dich natri Imetelstat dugc cho di qua nhya da dugc trao ddi véi CaCl,, BaCl, hodc
MgCl,, thi cac dung dich rtra giai chira bot min, bidu thi rang cac ion dbi natri da
duoc trao dbi mot cach thanh cbng ra khdi mach chinh Imetelstat va dugc thé béng
céc ion dbi canxi, bari hodc magie. Pi v6i nim chét phan tmg khac (CuCl,, ZnCl,,
AICI;, FeCly, FeClg)Amé dugc can bang bang nhua trao ddi cation, phan trén cling
cla nhua trong cot tré bi két tu khi dung dich Imetelstat dugc cho di qua, cling biéu
thi ring cAc ion déi natri di dugc trao ddi mét céch thanh cng ra khéi mach chinh

Imetelstat.

Phuong phép két tia va phuong phap hoa tan cling duoc thur bang céach st
dung lugng du ciia cac chat phan tng muéi. Khi lugng dur 16n ciia cht phan tng
mudi (vi du, 900 duong lugng) duge xit ly bing natri Imetelstat, thi chét két tiia dugc
tao ra. Céc chit két tia duoc phan lap bz‘“mg cach loc. Cac thtr nghiém ké tiép biéu
thi rﬁhg can c6 bay dén nam muoi duong lugng chit phan tmg mubi vé co dé chuyén

hoéa toan bd Imetelstat thanh chét két tua.

Nam duong lugng ctia mdi mudi trong sb ba mudi vo co ‘(Mg, Ba hodc Ca)
duoc xtt Iy bang mudi TEA Imetelstat (trietylamoni) hodc mudi Na Imetelstat. D4
xac nhén dugc réng hién tugng két tha da khong xay ra va cac dung dich dugc khi
mudi va duoc 1am déng kho. Phan tich bot da dugc lam dong kho bing ngon ltra hap
thu nguyén tir (Flame AA [atomic absorption]) d& cho thdy rang mot s ion trong sd

cac ion doi natri cia Imetelstat 4 duoc trao doi.

Thir nghiém bd sung dugc thuc hién véi MgCl, bing cach st dung mét dén
chin duong lugng cation magie cho dang Imetelstat. C4c ion d6i natri dugc trao doi

mot phan cho céc ion d6i Mg ma muc trao doi cao nhat x4y ra ¢ chin duong lugng
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MgCl,, va ché phém tao ra thé hién 1,2% trong Iugng Na va 1,1% trong luong Mg.

Vi du 2: Chét liéu va thiét bi

Céc chit phan tmg v6 co, dung méi hitu co, va cac chit liéu khac dugce st
dung cho nghién clru nay dugc liét ké trong Bang 1. Natri Imetelstat (CAS
#1007380-31-5) cua 16 s6 G163/L- G-13002 do Geron cung cép dugc stir dung cho
nghién clru nay. Amoni Imetelstat 13 ché phdm thd thu duogc tir viéc phén cét
Imetelstat khéi nén tong hop pha rin bang cach st dung amoniac va etanol (vi du,
nhu duoc Gryaznov va céc dong tac gia boc 16 trong US 20120329858) va thu dugc
tir ngudn duy trit ctia nha san xuét. TEA Imetelstat (dang trietylamoni) la ché phdm
thu duoc tr dich rira giai cdt tinh ché HPLC, trong d6 pha dong chira trietylamoni
axetat (TEAA) duoc st dung (vi dy, nhu duge Gryaznov va cac ddng tac gia boc 16
trong US 20120329858) va nhan duogc tu ngudn dy trit cia nha san xuét thu dugce tir
céc nghién ctru phat trién quy trinh khac nhau. Phuong phép siéu loc dugc thuc hién
béng cach st dung Stirred Ultrafiltration Cell (Amicon 8400, Millipore) v6i mang
PES 1KD. Viéc lam khd & nhiét do thép duoc thuc hién béng cach str dung Speed

Vacuum Concentrator (ScanSpeed 40, LaboGene).

Vidu 3: Quy trinh

Trao ddi béng cdt nhua trao ddi ion

Cot nhu}a trao di cation manh, FINEX MFG 210, duoc chudn bi véi thé tich cot 1a
200ml (‘4,6cm x 12cm) va nhya dugce rira béng NaOH 1M va nudc. Tiép do, cot duoc

lam can bang bang dung dich 1M cta timg mubi dang duoc quan tAm. Tong cong,

tam dung dich mudi 1M duoc diéu ché va st dung (CaCl,, MgCl,, BaCl,, CuCl,,

ZnCl,, A1Cl, FeCl,, va FeCls) trong céc thir nghiém nay. 50ml dung dich natri |

Imetelstat & ndng d6 100mg/ml duoc bd sung vao cdt.

Trong truong hop cua cac cot da dugce can béng CuCly, ZnCl,, A1Cly, FeCl,,

va FeCls, hién tuong két tu Imetelstat trén nhwa dugc quan st & phén trén clng cla
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cot khi natri Tmetelstat dugc nap vao cot.

Ba cdt dugc lam c4n bang bang CaCl,, MgClyva BaCl,, cdc dung dich mudi
da kh()r_ig gly ra hién tuong két tu Imetelstat trén cOt va Imetelstat duogc thu hoi tir
san phém rira giai cot, ma dugc quan sat thiy & dang dung dich tring duc. Bot min
dugc thu héi tir cac dich rira gidi nay bang céach ly tAm (4000 vong/phut, 20 phut).
Sau khi:ly tAm, d4 x4c nhéan duge ring dich ndi khoéng chira Imetelstat theo phan tich
HPLC. Piéu nay biéu thi rf:ing viéc lam két tia va tach cac mudi canxi, magie va bari
cua Imetelstat d& dat dugc thanh cong.

Lam két tia

Viéc két tinh hodc 1am két taa dang c6 hda tri hai ho#c héa tri ba ctia Imetelstat
dugc khao sét bang céch st dung lugng du 1én clia cac mubi vé co dang dugc quan
tdm (900 duong lugng, tinh theo trong lugng bazo). Dung dich 1M clia cac mubi
CaCl,, MgCl,, BaCl,, CuCl,, ZnCl,, A1Cl,, FeCl,, va FeCl; duoc diéu ché. Ba loai
dung dich Imetelstat: dung dich Imetelstat th (mubi amoni), Imetelstat d3 duoc tinh
ché (mubi trietylamoni (TEA)), va natri Imetelstat (dang mubi Na), dugc tron véi
ting dung dich mudi.

T4t ca cac dung dich d4 dugc tron déu thé hién chit két tta cua Imetelstat, ma
dugc phén 18p mot cach dé dang bang cach loc bing gidy loc Advantec 2. Két qua
nay biéu thi rﬁng viéc 1am két tia va tich cac mudi da hoa tri clia Imetelstat d3 dat
duoc thanh coéng.

Do tah clia cac chat két tia phén 1ap dugc trong diéu kién lugng du 16n cua
mubi phan g ban dau duoc khao sat bang cach sir dung céc dung mdi duéi day:
nudc, axetonitril, MeOH, EtOH, IPA (ruou isopropylic), NaOH 0,1M, HC1 0,1M,
NaCl 1M, va NMP.

Ddi vé6i cac mudi két tua trong du lugng 16n ctia mudi phan Gng, cic mudi
canxi, bari, va magie ciia Imetelstat 1 d& hoa tan trong dung dich NaOH 0,1M va
dung dich NaCl 1M (xem Béng 2). Cé4c nghién ctru v& d6 hoa tan cua chit két tua
Imetelstat thu duoc tir lwong du 1én cia chét phéan tng la mudi magie duoc thuc hién

trong cac dung dich NaCl 1M & cac ndng dd khéc nhau (2mg/ml dén 6mg/ml) va
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trong cac diéu kién d¢ pH khac nhau (d6 pH =8, 9, 10, 11, 12) va dugc phan tich
theo HPLC (xem céc phd sic ky trén Hinh 1). D3 quan st thy chét két tia Imetelstat
d& hoa tan & ndéng d6 6mg/ml va d6 pH=11 dén d6 pH=12. Hop chit nay con thé
hién tinh on dinh & diéu kién dén d6 pH=12 ma khong c6 chét két tia bat ky (Hinh
1).

Hoa tan
30 dén 50 dwong lwong mudi phén g

S6 duwong lugng cia mudi phan ing dang dugce quan tim ma c6 thé dat duoc
muc két tha hoan toan Imetelstat dugc khao sat bang cach bd surig mudi phan tGng
dang dugc quan tdm timg budc mot. Hién twong hinh thanh chét két tia hoan toan
duoc quan sat nim & khoang tir 7 dén 50 dufong lwong mubi phan tmg duoc bd sung

vao doi véi tam muoi dugce 1iét ké trong Bang 3. Vi mudi phan ung dugc bd sung

vao v6i nhiéu duong luong hon, khuynh huéng hinh thanh gel v6i két tha quan sat

duoc dbi véi tht ca cac mudi.

Ba loai dung dich Imetelstat dugc st dung: amoni Imetelstat thd (dang tho),
trietylamoni Imetelstat (dang mudi TEA dé duoc tinh ché), va natri Imetelstat (daﬁg
mubi Na), dugc tron vai tung dung dich mudi. Mudi amoni Imetelstat duoc diung &
dang dung dich NH4OH hoéc dung dich nudc. Dung dich amoni Imetelstat va dung |
dich TEA Imetelstat 1an luot can khoang 50 duong lugng hoac 30 dliong luong mudi
Mg phén tmg, dé dat dwoc mirc két tia hoan toan.

D hoa tan cia chat két tha tao ra dugc tir dung dich TEA Imetelstat va dung
dich amoni Imetelstat dwoc khéo sét trong cac diéu kién pH khac nhau tir do pH=8
dén d6 pH=12. Sau khi dé cac dung dich d& duoc trén ndy trong 6 gio & nhiét d6
trong phong, d6 hoa tan cia cac chat két tia Imetelstat-Mg dugc phén tich theo hé
s6 hip thy UV & budc séng 260nm. Ca hai chat két tha thu dugc tir amoni Imetelstat
va TEA Imetelstat déu thé hién khuynh huéng twong tu & chd mubi Imetelstat hoa

tan nhiéu hon trong dung dich NaCl 1M & d6 pH cao (xem Bang 3).

K&t qua nay cho thay ring khi sb dwong lugng mubi phan ting dang duoc quan
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tAm so voi Imetelstat duoc kiém sot, thi c6 thé dat duge mire két tha hoan toan cla
mubi Imetelstat theo phuong phap thuan tién bt ky dé tao ra chét két tia ma c6 thé

dugc hoa tan lai mét cach thanh cong.

5 dwong liong mudi phén ving

Dung dich Natri Imetelstat (100mg trong 1ml nudc) duge tron véi 5 duong
lwong ctia tam mubdi phan ting va timg dung dich dwoc khir mudi theo phwong phép
siéu loc ¢c6 st dung t& bao siéu loc duoc khqu (Stirred Ultrafiltration Cell) va mang
1KD. Tiép do, dung dich da duoc siéu loc duoc lam kho & nhiét do thép. Bot tao ra
duoc phén tich v& ham luong Na va timg ion di kim loai dang dugc quan tAm bing
Flame AA (phd hép thu nguyén tir). Nhu thé hién trén hinh 2 va hinh 3, ham luong
ion dbi kim loai cao nhét 14 1,1% theo trong luong cua Zn, Al, Vé.‘ Mg, véi cac ham

luong Na 1an luot 14 2,6%, 1,7%, va 2,6%.

6 dén 9 dwong luong mudi phin vmg

Viée b sung 6 dén 9 dudng lwong mudi magie phan tmg vao dung dich Natri
Imetelstat duoc thuc hién va viée sidu loc ké tiép va lam khoé & nhiét do thé{,p tao ra
san phim rin ma hoa tan mdt cach hoan toan trong nude. Viéc phan tich ham luong
natri Vé magie dugc thuc hién (xem cac két qua trén Hinh 3). Viéc bd sung chin
dwong lwong MgCl, vao dung dich natri Imetelstat tao ra ché phim, trong d6 ham

lwong ion d6i Na va Mg 14n luot 13 1,1% va 1,2% trong luong.

1 dén 10 dwong lwong mudi phan iing

Pé khao sat sy trao ddi ion d6i Mg véi ion d6i TEA & mudi TEA Imetelstat
so v&i mudi natri Imetelstat, mot bd thu nghiém khac dugc thiét ké va thuc hién.
Mot dén mudi dwong lugng MgCl, trong cac dung dich nudce da duge trén véi dung
dich mudi TEA Imetelstat (d6 tinh khiét > 90% theo HPLC). Viéc phéﬁ tich ham
ILrQng jon dbi Mg dugc thuc hién sau khi si€u loc va lam khé & nhiét do thép. Cac

két qua duoc thé hién trén Hinh 4. Viée bd sung dén 10 duong luong chét phan tng
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MgCl, véo tao ra ché phim chira 1,6% Mg theo trong lugng.

Vi du 4: Két ludn

Pi thu duoc ché phém chira cac dang mubi ¢ hoa tri hai va héa tri ba cta
Imetelstat, ké ca cac mudi canxi, magie, kém, nh()m,‘bari, st 1D, sét (IIT) va d(‘A)ng.
Khi luong du duoc kiém soat ctia cc chét phan Ung mudi v6 co di chon dugc st
dung (xém béng 2 va bang 3) dé 1am két tua polynucleotit, thi tao ra duwoc cac chat
két tia ma tiép theo c6 thé duoc hoa tan lai, va chét nay thé hién d6 tinh khiét cao
hon so v&i c4c tap chét rira giai nhanh bing cach 4p dung phan tich HPLC.

Viée sir dung chét phan tmg mubi magie tao ra chit két tha rin d& hoa tan cia
Imetelstat sau budc trao ddi. P tao ra dugc cac chit két tha ma dat duoc 1,2% trong
luong ion d6i magie so véi 1,1% trong lugng ion dbi natri.

Viéc lam két tha Imetelstat b?lng cach st dung mubi c6 héa tri hai hodc hoa
trj ba khién loai bo chc chét phan tmg va cac san pham tong hop khong huéng dich
ma van con trong dung dich. Viéc loai bd cac tap chit c6 mat trong dung dich
Imetelstat thd nay dem lai mot vai vu diém cho cac budc tinh ché séc ky tiép theo
déi v6i Tmetelstat, nhur tai nap 18n ot giam, do phan giai tt hon, s bude tinh ché
sac ky giam va thoi han str dung cia céc cot sc ky t6t hon, chi phi tinh ché giam va

tinh ché nhanh hon.

Bang 1. Cac muoi vo co, dung méi hitu co, va cac chat liéu khac

Chit ligu | Céng thirc phan tit (trong lwong phén tir) gﬁ{l’ l‘jﬁig"’@‘c do
Canxi cloruadihydrat CaCle2H,0 (trong lugng phéan tr 147,01) | >99%

Magie clqrua monohydrat (%%r(lj;l.}r{ofg phan tir 203,30) >99%

Bari clorua dihydrat BaCl2e2H>O (trong lugng phan tir 244,26) | >99%

Dong(Il) clorua dihydrat CUClLe2H,0 (trong lugng phén tr 170,48) | >99%

Ké&m clorua ZnCl, (trong Iugng phan tir 136,30) >98%

Nhom clorua hexahydrat A1Cl3.6H20 (trong luong phan tir 241,43) | >95%

Sit (IT) clorua tetrahydrat FeCle4H,O (trong lwong phan tir 198,81) | >98%

Sat (IIT) clorua hexahydrat FeClze6H20 (trong lwong phan tr 270,30) | >98%

Natri clorua NaCl (trong luong phén tir 58,4) Hang USP
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Bang 2
(O: co, X: khong, “-” c6 nghia l1a khong dugce thuc hién)
Phuong Imetelstat | Xét nghiém
hé dugc xét|dugc  thuc|CaCl, MgClz BaCl, | CuCl,|ZnCl,| A1Cl3|FeCl, |FeCls
phap nghiém  |hién
Di chuyé
o ™o o o X X X X [X
I !
dich sau cdt -
Nhua trao|(dang Na, . z
2. s Loc cac chat
doi ion 100mg A X X X - - - - -
Jml) két tha
bo h(‘>a, tan*
cia chat ket|X X X - - - - -
tia
Chat két tia
Natri bo hba’tan*,*
(dang Na, cia chat keét| X X X X X X X X
: tia
00mg e hoa tan
fmi) clia chit két
i trong O O O X X X X X
NaOH 1M
I Chat két tia
it 1 @hoden 0 [0 |0 o o o |o |o
000 D} hoa tan**
drong | TEA ctia chat két|X X X X X X X X
T i -
/ml) D§ hoa tan
cia chat két
tia rong O 0] X X X X X X
NaOH 1M
Céc chét két
The tia (d¢ loc|O 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0]
(trong dugc) ‘
5 he ¥
NH,OH) qu hoaAtan )
cia chat ket|X X X - - - - -
tia

*Pugc xét nghiém trong axetonitril, MeOH, EtOH, IPA, nudc, NMP, HCL 1M, NaCl 1M, NaOH 1M
** Dugc xét nghiém trong axetonitril, MeOH, EtOH, IPA, nuéc, NMP, HCL 1M, NaCl 1M

Bang 3
Natri Puong 9 15 12 |7 50 |50 |10 11
TEA luong mubi[15 [30 [30 10  [50 |10 [50 10
Hoa tan .
Thé vo co dé ket
' - >50 |- - - - - -
(trongNH,OH)  |tia  hoan
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Thoé toan
- 30 - - - - - -

(trong nudc)

D6  hoa| - . .
Chat ket tua

tan trong bopH8 [DPopHY9 [DopH10 [DPdpH11 |PopH 12

TEA Imetelstat-Mg
NaCl 1M _ 280D (310D  [700D 290 OD 434 OD
(1m) 6mg (sau 64 gio)

Chét két  tha

PopHS [PopHY |PopH10 [PopH11  [PopH 12
Tho (trong nuéc)  |Imetelstat-Mg

) 100D 70D 170D 111 0D 377 OD
6mg (sau 6 gio)

Bét ké cac diém yéu cau bao ho kém theo, ndi dung boc 10 néu ra trong ban
mo ta ndy con dugc xac dinh theo cac ménh dé dudi day:

1. Phwong phap diu ché polynucleotit, phurong phap nay bao gck)m;
viéc cho ché phdm polynucleotit thir nhét chia:

polynucleotit ¢ trinh ty gdm 7, hodic nhidu hon, ciu triic siéu phan tir
nucleosit va it nhét 14 hai c4u tric siéu phan i trong sd cac cu triic sidu phan tir
nucleosit nay duoc nbi bing lién két lién cdu tric siéu phén ti N3’—P5’
thiophosphoramidat; va

cac chét phan tng va cac san phim téng hop khong hué'ng. dich;
tiép xuc voi mudi cation da héa tri dé 1am két tia mubi polynucleotit thi nhét bao
gbm it nhat 1a mét ion dbi cation da héa tri; va

tach mudi polynucleotit thir nhét ra khoi ché phim polynucleotit thir nhat da
duoc tiép xtic dé tao ra ché phdm polynucleotit thir hai chira mudi po.lynucleotit thr
nhat.

2. Phuong phép theo ménh d& 1, phuong phép con bao gdm: viéc cho mudi
polynucleotit thir nhét tiép xtc v6i nén sic ky pha déo; va viée rira giai ra khoi nén
sic ky nay ché phdm polynucleotit thir ba chita mudi polynucleotit thi hai.

3. Phuong phap theo ménh dé bét ky trong s cac ménh d& tir 1 dén 2, trong
d6 polynucleotit ¢6 trinh tw bao gdm 13, hodc nhidu hon, cdu tric siéu phan ti

nucleosit bd trg cho thanh phan ARN cua telomeraza ctia ngudi.
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4. Phuong phép theo ménh dé bét ky trong sb cac ménh dé tir 1 dén 3, trong
d6 polynucleotit bao gém tir 10 dén 50 cAu tric siéu phén tir nucleosit lién tiép bd
trg cho thanh phan ARN cua telomeraza clia nguoi.

5. Phuong phap theo mét ménh dé bat ky trong sb cac ménh dé tir 3 dén 4,
trong d6 cac cAu triic siéu phan tir nucleosit bd trg cho thanh phdn ARN cia
telomeraza cta ngudi déu dugc ndi bing cac lién két lién cu trac siéu phan tir
N3’—P5’ thiophosphoramidat.

6. Phuong phép theo mét ménh dé bét ky trong s6 cac ménh dé tir 1 dén 5,
trong d6 polynucleotit bao gdm trinh tw duge chon tir nhém gdm: GTTAGGGTTAG
(SEQ ID NO:4), TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3) va CAGTTAGGGTTAG
(SEQ ID NO:5).

7. Phuong phap theo mot ménh d& bét ky trong sé cac ménh d& tir 1 dén 6,
trong d6 polynucleotit nay dugc tiép hop vao gbc lipit thong qua gbe lién két tuy y.

8. Phuong phéap theo mot ménh dé bét ky trong sb6 cac ménh dé tir 2 dén 7,

trong d6 mubi polynucleotit thtr hai ¢ ciu tric:
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trong do mdi M** ddc 14p 14 hydro hoic ion dbi cation, mdi x doc 1ap béng 1, 2 hoac

3 van 12 s6 nguyén tir 5 dén 13.

9. Phuong phép theo mdt ménh dé bét ky trong s6 cac ménh d& tir 2 dén 8,

trong d6 mudi polynucleotit thir hai nay 1a mudi duge dung clia polynucleotit.

10. Phuong phap theo mdt ménh dé bét ky trong sé cac ménh dé tir 2 dén 9,

trong do mubi polynucleotit thir hai nay la mudi cation c6 hoéa tri mét cia

polynuéleotit.

11. Phuong phap theo mot ménh d& bat ky trong sb cac ménh dé tir 2 dén 10,

trong do mubi polynucleotit thir hai ndy 1a mudi natri cia polynucleotit.

12. Phuong phap theo mot ménh d& bat ky trong sb cac ménh dé tir 1 dén 5,
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phuong phap con bao gém viée phan cit polynucleotit ra khoi nén dé tao ra ché
phim polynucleotit thir nhét.

13. Phuong phéap theo mét ménh dé bét ky trong s6 cac ménh dé tir 1 dén 12,
trong d6 ché phdm thir nhét chira mudi cation ¢ héa tri mdt ciia polynucleotit.

14. Phuong phap theo mot ménh d@ bat ky trong sd c4c ménh dé tir 1 dén 13,
trong d6 bude cho tiép xic bao gdm viéc rira giai ché phim polynucleotit thir nhét
ra khoi nén trao doi cation.

15. Phuong phap theo mdt ménh d@ bat ky trong sb cac ménh dé tir 1 dén 14,
trong d6 budc tach bao gbm viée ly tAm ché phim polynucleotit thir nhét d& dugc
tiép xtc dé quay ling chat két tia mudi polynucleotit. |

16. Phuong phap theo mot ménh dé bat ky trong sb cac ménh dé tir 1 dén 15,
trong d6 budc tach bao gdm viéc loc mudi polynucleotit ra khoi polynucleotit thir
nhét da dugc cho tiép xtc.

17. Phuong phéap theo ménh d& 2, trong d6 ché pham polynucleotit th hai
dugc nap mot cach truc tiép 1én nén sic ky pha dao.

18. Phuong phap theo mdt ménh dé bat ky trong sb cac ménh d& tir 1 ¢én 17,
trong d6 phuong phap con bao gbm viée hoa tan ché phim polynucleotit thir hai
trong dung moi. | |

19. Phuong phap theo mdt ménh dé bat ky trong sb cac ménh d@ tir 1 dén 18,
trong do it nhét 13 mot ion di cation da hoa tri c6 héa tri hai.

| 2.0. Phuong phap theo ménh d& 19, trong d6 it nhét 13 mot ion dbi cation da
hoéa tri duoc chon tir nhom gé)m magie, kém va canxi.

2}1. Phuong phap theo mdt ménh d& bt ky trong sb cac ménh dé tir 1 dén 18,
trong do6 it nhét 12 mot ion d6i cation da hoa trj c6 héa tri ba.

'22. Phuong phép theo ménh d& 21, trong d6 it nht 1a mot ion déi cation da
héa trj 1a nhom.

23. Phuong phéap theo mot ménh d& bét ky trong s cac ménh dé tir 1 dén 22,

trong d6 mudi polynucleotit con chira ion doi cation c6 hoa tri mét.
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24. Ché phadm chira: mudi cia polynucleotit chira it nhat 13 mot ion dbi cation
da hoéa tri; trong d6 polynucleotit c6 trinh tir gdm 7, hodc nhiéu hon, cu tric siéu
phan tir nucleosit bd trg cho thanh phan ARN cia telomeraza ctia ngudi va it nhét 13
hai c4u tric siéu phan tir trong s céc cdu tric siéu phén tir nucleosit néy dugc nbi
bang lién két lién cAu tric siéu phan ti N3’ —P5’ thiophosphoramidat.

25. Ché phim theo ménh d& 24, trong d6 it nhét 12 mot ion déi cation da héa
tri c6 héa tri hai.

26. Ché phdm theo ménh d8 25, trong d6 it nhét 14 mét ion dbi cation da héa
tri duqc chon tir nhém gém magie, kém va canxi.

27. Ché phém theo mot ménh dé bat ky trong s6 c4c ménh dé tir 24 dén 26,
trong d6 it nhit 1a mot ion dbi cation da héa tri 13 magie.

28. Ché phdm theo ménh d& 24, trong d6 it nhét 1a mét ion dbi cation da héa
tri ¢6 hoa tri ba.

29. Ché phdm theo ménh d8 28, trong d6 it nhét 1a mét ion ddi cation da héa
tri la nhém.

30. Ché phim theo mot ménh dé bét ky trong sé cac ménh dé tir 24 dén 29,
trong d6 polynucleotit chira 3% mol, hodc nhiéu hon, ion ddi cation da hoa tri so v6i
mach chinh polyanion cua polynucleotit.

31. Ché phdm theo mdt ménh dé bat ky trong s6 cac ménh d& tir 24 dén 29,
trong do6 polynucleotit nay chira 1,0% trong luong, hodc nhidu hon, ion ddi cation
da hoa tri theo so véi polynucleotit.

32 Ché phim theo mo6t ménh dé bét ky trong s6 cac ménh d& tir 24 dén 31,
trong d6 ché pham 14 chit két tua. |

33. Ché phém theo mot ménh dé bat ky trong sb cac ménh dé tr 24 dén 32,
trong d6 polynucleotit chira trinh ty gdm 13 hodc nhiéu cAu truc siéu phan tu
nucleosit bd trg cho thanh phdn ARN cua telomeraza ctia ngui.

34. Ché phim theo mé6t ménh d bt ky trong s6 cac ménh dé tir 24 dén 33,
trong d6 polynucleotit chira 10 dén 50 cAu trac siéu phén tir nucleosit 1ién tiép b tro

cho thanh phan ARN ciia telomeraza clia nguoi.
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35. Ché phém theo mot ménh dé bat ky trong s6 cac ménh dé tir 24 dén 34,
trong c‘fé cac cdu trac sidu phan tir nucleosit bd trg cho thanh phin ARN cia
telomeraza clia ngudi déu duge ndi bing céac lién két lién chu trac siéu phan tir
N3’—P5’ thiophosphoramidat.

36. Ché phim theo mdt ménh dé bt ky trong sb cac ménh dé tir 24 dén 35,
trong do6 polynucleotit chira trinh tu dugc chon tir nhém gébm: GTTAGGGTTAG
(SEQ ID NO:4), TAGGGTTAGACAA (SEQ ID NO:3) va CAGTTAGGGTTAG
(SEQ IDNO:5).

37. Ché phém theo mdt ménh dé bat ky trong s6 cac ménh dé tir 24 dén 36,
trong do6 polynucleotit dugc tiép hop vao gbc lipit thong qua gbc lién két tuy .

38. Ché phém fheo mot ménh dé bt ky trong sb6 cdc ménh dé tir 24 dén 37,

trong d6 polynucleotit ¢6 cau trac:
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(M%),

trong d6 mdi M** ddc 14p 1a ion dbi cation, mdi x bang 1, 2 hodc 3 va n bang 5 dén

Mic du sang ché di dugc mé ta chi tiet trén day bang cach minh hoa va cac

cac diém yéu cau bao hd kém theo.

vi du dé hiéu duoc mot cach rd rang, nguoi c6 hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat nay
biét & theo hudéng dan cua sang ché rang mot so thay doi va cai bién nhat dinh co6

thé dugc thuc hién dbi véi sang ché ma khong vuot qua tinh than hodc pham vi clia

Do vay, phan trén day chi nhim minh hoa céc nguyén Iy ctia sing ché. Nguoi

c6 hiéu biét trong linh vuc k§ thuét nay hiéu dugc rang c6 the tao ra cac cach bo tri
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khic ma mic du khéng dugc md ta hodc dugce thé hién mdt cach rd rang trong ban
mo ta nay, van bao trum cac nguyén ly cia sang ché va nim trong pham vi va tinh
than ctia sdng ché. Ngoai ra, tit ca cac vi du va ngdn ngit diéu kién duoc liét ké trong
ban mb ta nay vé& nguyén tic duoc du dinh 8 tro giup nguoi doc hiéu cac nguyén ly
ctia sang ché va cac khai niém duogc déng gop béi céc tac gia sang ché cho sy phat
trién linh vuc k¥ thuat nay, va s& duogc hiéu 14 khong chi bi gidi han & céc vi du va
didu kién da duoc liét ké cu thé nay. Hon nita, tat ca tuyén bd trong ban mo ta nay
liét ké cac nguyén 1y, cac khia canh, va céc phuong 4n cua sang ché ciing nhu céc vi
du cuy thé ctia n6, dugc dy dinh bao triim ca cic phuong 4n tuong duong vé cAu triic
va chirc ning ctia ching. Ngoai ra, du dinh rang cac phuong 4n tuong duong nay
bao gdm ca cac phuong 4n twong duong hién da biét va cac phuong 4n tuong duong
s& dutqé phét trién trong twong lai, tic 13, cac yéu tb bat ky dugc phat trién ma thuc
hién cing mét chirc ning, bat ké cau tric. Do d6, khong du dinh gidi han pham vi
cua sang ché & cac phuong 4n da duoc thé hién va bdc 16 trong ban mé ta nay. Hon
thé, pham vi va tinh thin clia sang ché duoc cu thé hoéa bang cac phuong 4n kém
theo. .Tét ca céc t6 hop c6 thé c6 clia cac phuong an duge thé hién trén day dugc

xem 1a dugc bao trum trong pham vi ctia sang cheé.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap didu ché polynucleotit, phuong phép nay bao gdm céc budc:

a) cho ché phdm polynucleotit thir nht tiép xac v6i mudi cation da héa tri dé lam
két tiia mudi polynucleotit thir nhét chira it nhét 13 mot ion déi cation da héa
tri; va

b) tach mubi polynucleotit thir nhét ra khoi ché phim polynucleotit thir nhét da
dugc tiép xtGc dé tao ra ché phim polynucleotit thir hai chita mudi
polynucleotit thtt nhét.

trong d6 ché pham polynucleotit thi nht chira:

(i) polynucleotit c6 trinh tw gdm 7, hodc nhiéu hon, ciu tric siéu phén tir
nucleosit va ft nhat 13 hai cdu triic siéu phén tir trong sb cac ciu triic
siéu phan tir nucleosit nay duoc két hop bang lién két lién céu tric
siéu phan tir thiophosphoramidat N3’ —=P5’ ; va

(ii) cAc chét phan img va c4c san phim téng hop hoa tan khéng 14 dich ;

c) cho ché phim polynucleotit thir hai chira mubi polynucleotit thir nhat tir
budc b) tiép xiic v6i nén sic ky pha dao; va
d) rira giai ra khoi nén séc ky pha dao ché phim polynucleotit thir ba chira
mubi polynucleotit hoa tan thir hai.
2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polynucleotit chita trinh tw gdm 13, hogic nhiéu
hon, c4u tric siéu phan tir nucleosit bd tro cho thanh phdn ARN cuia telomeraza ciia
nguoi.
3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polynucleotit chira tir 10 d&n 50 c4u tric siéu
phan tir nucleosit lién tiép bd trg cho thanh phin ARN cua telomeraza ctia ngudi.
4. Phuong phap theo diém 2, trong d6 céc ciu trac siéu phan tir nucleosit bd tro cho
thanh phan ARN cuia telomeraza ctia ngudi déu dugc lién két bang céc lién két lién
cAu trac siéu phan tir thiophosphoramidat N3’ —P5’.
5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polynucleotit chira trinh tir dwgc chon tir nhém
bao gdbm: GTTAGGGTTAG (SEQ ID NO:4), TAGGGTTAGACAA (SEQ ID
NO:3) va CAGTTAGGGTTAG (SEQ ID NO:5).
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6. Phuong phap theo diém 1 , trong d6 polynucleotit duoc tiép hop vao gbe lipit thong
qua nhém lién két tuy y.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 muébi polynucleotit thit hai c6 ciu trac:

pe =
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S (M),

N,

— e

trong d6 mdi M** ddc 1ap 14 hydro hoic ion déi cation, mdi x ddc lap bang 1, 2 hodc

3 van 14 s6 nguyén ndm trong khoang tir 5 dén 13.

8. Phuong phap theo diém 1, trong d6 sau bude rtra gidi d) mubi polynucleotit thir

hai 1a mudi duoc dung ctia polynucleotit.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 sau budc rira gidi d) mudi polynucleotit thi

hai 12 mudi cation héa tri mgt cua polynucleotit.

10. Phuong phap theo diém 9, trong d6 mudi polynucleotit thtt hai 1a mudi natri ctia
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polynucleotit.

11. Phliong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép con bao gbm budc phan cét
polynucleotit ra khéi nén téng hop pha ran dé tao ra ché pham polynucleotit thit nhat
& dang ché phim tbng hop thé chira polynucleotit, truc bude cho tiép xtc a).

12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ché phim polynucleotit thr nhat chira mudi
cation hoa tri mét cia polynucleotit truéc bude cho tiép xuc a).

13. Phuimg phép theo diém 1, trong d6 budc cho tiép xic a) bao gbm viée nap va
rira giai ché phim polynucleotit thit nhét ra khéi nén trao ddi cation..

14. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc tach b) bao gém viéc ly tim ché phim
polynucleotit thir nhit d& dugc cho tiép xtGc dé quay ling chét két tha mudi
polynucleotit thtr nhét.

15. Phuong phép theo diém 1, trong d6 buéc tach b) bao gbém viéc loc mudi
polynuéleotit th nhét ra khoi ché pham polynucleotit thtt nhit da dugc cho tiép xuc.
16. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ché phim polynucleotit thit hai tir bude b)
dugc nap mét cach tI'l.ICv tiép 1én nén séc ky pha dao.

17. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gdm viéc hoa tan
ché phdm polynucleotit thir hai trong dung méi, truéc budce cho tiép xtc C).

18. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhat 13 mot ion déi cation da hoéa tri c6 hoa
tri hai.

19. Phuong phép theo diém 18, trong d6 it nhét 13 mét ion déi cation da héa trj duoc
chon tir nhém gdm magie, kém va canxi.

20. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhét 1a mdt ion dbi cation da héa tri c6 héa
tri ba.

21. Phu_;ong phép theo diém 20, trong d6 it nhat 13 mot ion déi cation da héa tri la
nhom.

22. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mudi polynucleotit thit nht con chira jon
ddi cation hoa tri mot.

23. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polynucleotit dugc thé hién bang cong thirc
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@)
trong doé:

mdi B déc 14p 1a purin, purin d& dugc bao vé, pyrimidin hodc pyrimidin da
dugc bao vé, hodc nhém tuong tu no;

mdi X doc 1ap 1a oxy hodc luu huynh;

mdi R? doc lap 1a hydro, flo, hydroxyl, alkoxy, alkoxy di duoc thé hodc
hydroxyl da dugc bao vé;

RS 12 amino, hydroxyl, amino d3 dugc bao vé, hydroxy da dugc bao vé, -O-
T-Z hoac —-NH-T-Z;

m3i T doc Iap 1a nhom lién két tiy ¥;

mdi Z doc 1ap 14 H, lipit, nhém mang, oligonucleotit, polyme, polypeptit, yéu
t§ danh dau d& phat hién, hodc thé gén; va |

'n 1 s6 nguyén ndm trong khoang tir 7 dén 100.

24. Phuong phap theo diém 1, trong d6 tit ca cac cAu trac siéu phén ti nucleosit déu
duogc két hop nho céc lién két lién cAu tric siéu phan tir ma dugc chon mot cach doc
1ap tir lién két lién cAu trac siéu phan tir thiophosphoramidat N3'—P5’ va lién két

lién cu tric siéu phén tir phosphoramidat N3'—P5'.
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<110>

Ramiya,

<120>

<130>

<150>
<151>

<160> 23

<170>

<210> 1

<211> 451

<212> ARN
<213>

<220>
<223>

<400> 1

ggguugcgga
aagggcguag
ggcggaaaag
agcugcuggc
accccgcecug
aagaguuggg
aggccgcagg
gacgugcacc

<210> 2
<211> 30
<212> ADN

186/002

Us 62/151,891
23-04-2015

gggugggccu
gcgccgugcu
ccucggccug
ccguucgccc
gaggccgcgyg
cucugucagc
aagaggaacg
caggacucgg

Geron Corporation
Premchandran H.

Trinh ty nhdn tao

Oligonucleotit tdng hop

gggaggggug
uuugcucccc

ccgccuucca
cucccgggga
ucggcccggyg
cgcgggucuc
gagcgagucc
cucacacaug

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 2

gctctagaat gaacggtgga aggcggcagg

<210> 3
<211> 13
<212> ADN

~ <213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit téng hop

35738

Phuong phép didu ché polynucleotit

FastSEQ dung cho Windows Phién ban 4.0

guggccauuu
gcgcgcuguu
ccguucauuc
ccugcggegy
gcuucuccgg
ucgggggcga
ccgcgegegg
c

-93-
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uuugucuaac
uuucucgcug
uagagcaaac
gucgccugcc
aggcacccac
gggcgagguu
cgcgauuccc

ccuaacugag
acuuucagcg
aaaaaauguc
cagcccccga
ugccaccgcg
caggccuuuc
ugagcugugg

60

120
180
240
300
360
420
451

30
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<400> 3
tagggttaga caa

<210> 4

<211> 11

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 4
gttagggtta g

<210> 5

<211> 13

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 5
cagttagggt tag

<210> 6

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 6
gtggaaggcg gcagg

<210> 7

<211> 13

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit téng hop

<400> 7
ggaaggcggce agg
<210> 8

<211> 13

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
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<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 8
gtggaaggcg gca

<210> 9

<211> 11

<212> ADN .
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 9
gtggaaggcg g

<210> 10

<211> 13

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdéng hop

<400> 10
cggtggaagg cgg

<210> 11

<211> 13

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 11
acggtggaag gcg

<210> 12

<211> 16

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 12
aacggtggaa ggcgge

<210> 13

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<223> Oligonucleotit téng hop

<400> 13
atgaacggtg gaaggcgyg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Oligonucleotit téng hop

<400> 14
acattttttg tttgctctag

<210> 15

<211> 13

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Oligonucleotit téng hop

<400> 15
tagggttaga caa

<210> 16

<211> 11

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220> ‘
<223> Oligonucleotit téng hop

<400> 16
gttagggtta g

<210> 17

<211> 13

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 17
gttagggtta gac

<210> 18

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-96-

18

20

13

11

13



35738

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 18
gttagggtta gacaa

<210> 19

<211> 12

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdéng hop

<400> 19
cccttctcag tt

<210> 20

<211> 12

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit téng hop

<400> 20
cgcccttete ag

<210> 21

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 21
gggttagac

<210> 22

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdéng hop

<400> 22 .
cagttaggg

<210> 23

<211> 11
<212> ARN
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Oligonucleotit tdng hop

<400> 23
cuaacccuaa C
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