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Linh vue kj thuat dwgce dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché cac monome c6 hoat tinh gan nhu tinh
khiét vé mat ddng phan khong dbi quang ma 1a céc tp con clia phosphoramidocloridat
morpholino. Sang ché con d& cap dén viéc st dung cdc monome morpholino dugc
phosphoryl hoéa c6 hoat tinh gan nhu tinh khiét v& mat ddng phan khong ddi quang dé

didu ché cac phan tir thong qua phan ting ghép dic thu lap thé.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Quy trinh tong hop phosphodiamidat oligonucleotit tinh khiét v& mat dong phén
khong d6i quang phtic tap vé& co ban 1a do sy c6 mit lién két phospho bt ddi xting. Quy
trinh tdng hop ndy trai nguoc véi, vi du, lién két phosphodieste, ma khong c6 phospho
bat ddi xtmg. Céac vi du c¢6 thé duoc tim thiy trén FIG. 1, khi so sanh phosphodieste,

phosphothioat (ma con bao gom phospho bat d6i xting), va phosphodiamidat.

Su c¢6 mit cua phospho bt déi xing thé hién thir thach 16n ddi véi cac phuong
phap téng hop bao gom lién két cia mot loat phosphodiamidat nucleotit. Viéc thiéu chat
phan ng tinh khiét v& mat hoa hoc 1ap thé (mau, tap con, don thé) ma cé thé tao thanh
lién két phosphodiamidat ddc thu 1ap thé din dén phan tmg & tim 1ap thé, trong do tinh
bét d6i phospho ctia hop chét thu duge khong thé didu chinh duoc.

Nhu duoc thé hién béng so do trén FIG. 2, viée st dung hon hop déng phan khong
d6i quang cua nucleotit d& ghép khong diéu chinh vé mat héa hoc lap thé tao ra
oligonucleotit c¢6 chidu dai va trinh tu bt ky déng ké tao ra hdn hop khong dong nhét
chira nhiéu chit dong phan khong ddi quang. S6 chat déng phan khong d6i quang bang
20D v& mat 1y thuyét, troﬁg d6 n 12 s6 nucleotit dugc 1ién két dé tao thanh oligonucleotit.
Nhu duge thé hién trén FIG. 2, ngay ca oligonucleotit ¢6 bon nucleotit (tetranucleotit)

binh thudng c6 thé tao thanh hdn hop chira tam chat dong phan khong ddi quang riéng ré.
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Viéc tao thanh s6 lugng dang ké cac chit dong phan khong d61 quang c6 thé din
dén nhu cAu vé k¥ thuat tich chinh x4c sau khi tong hop. Hiéu suAt san pham mong mudn
¢6 thé bi anh huong bat loi do st dung nguyén ligu thd tao ra nhidu chét dong phan

khong d6i quang khong mong mudn.

C6 thé 1a hitu dung khi lya chon chét dong phan khong d6i quang cu thé trude khi
tong hop, sau do tdng hop chit dong phan khong d6i quang da chon & dang tinh khiét
hodc ghn nhu tinh khiét v& mit hoa hoc lap thé. |
Ban chét ki thuit clia sing ché

Sang ché @ cap dén mot hoic nhidu hop chit tinh khiét vé mit héa hoc 1ap thé
hodc gin nhu tinh khiét v& mit héa hoc lap thé néu trong Bang 1. Sang ché con dé cap
dén cac chit dong phan ddi anh clia cac hop chét trong Bang 1. Thong thuong, hoa hoc
1ap thé cua céc chit ddng phan dbi anh nay thay d6i so véi hoa hoc 1ap thé cua cac hop
chét trong Bang 1 do thay dbi hoa hoc lap thé ctia vong morpholino.

Bang 1

Hop chat Cong thuc #
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Ry va Rs ¢6 thé 12 gibng hodc khac nhau, va c6 thé 1a -H, C1-C3 alkyl dugc thé tuy
y, phenyl duoc thé ty y, naphtyl dugc thé tuy ¥, hodc, véi nito ma ching gan két, tao

thanh di vong dugc thé ty y, ma c6 thé 13, vi dy, pyrolidin, piperazin, hodc morpholin.

Cac nhém dugc thé tiy ¥ c6 thé duge thé bang mot hodc nhiéu nhém trong sb

metyl, etyl, halogen, nitro, metoxy, hodc xyano.

R3 ¢6 thé 1a trityl (Tr), ma c6 thé 1a trityl dugc thé, bao gdm nhung khong gi6i han
& MMTr (p-metoxyphenyldiphenylmetyl), benzyl dugc thé tuy y, 4-metoxybenzyl (PMB,
MPM), 3,4-dimetoxybenzyl, diphenylmetyl (Dpm), hodc sulfonyl, ma c6 thé la sulfonyl
tach ra dugc. Theo mot sb phuong an, sulfonyl la 2-nitrobenzensulfonyl, 4-

nitrobenzensulfonyl, hodc 2,4-dinitrobenzensulfonyl.

R4, Rs, Re c6 thé 1a -H, —C(O)R7, hodc —C(O)ORy, trong d6 Ry 1a alkyl (metyl, etyl,
isopropyl, hodac C1-C6 alkyl khac), benzyl, 2,2,2-tricloetyl, hodc aryl (bao g@)m nhung
khong gidi han & phenyl, 4-metoxy phenyl, 4—bromophenyl, va 4-nitrophenyl). Rg co
thé 1a alkyl dugc thé tiry ¥, xyanoetyl, axyl, carbonat, carbamat, benzyl dugc thé tuy y, 4-
pivaloyloxy benzyl, va silyl.

Theo c4c phuong an khéac, ngoai cac hgp chit néu trong Bang 1, cidc morpholino
nucleosit c6 thé duge didu ché & dang tinh khiét v& mat dong phan khong d6i quang hoic

gan nhu tinh khiét v& mat dong phan khong d6i quang.

Sang ché con dé xuit cac phuwong phap dé tach hdn hop dong phan khong d6i
quang cua céac hgp chit néu trén thanh cac hop chat tinh khiét v& mat hoa hoc 1ap thé
hodc gﬁn nhu tinh khiét vé mat hoa hoc 1ap thé. Cac phuong 4n khéc c6 thé d& xuat duoc
pham chira cac hop chét tinh khiét vé mit héa hoc 14p thé hodc gan nhu tinh khiét vé& mat
héa hoc 1ap thé nhu duge néu & day. Cac phuong 4n khac co thé dé xuét dugc pham chira
mubi duge dung cua cac hop chét tinh khiét vé mat hoa hoc 1ap thé hoic gﬁn nhu tinh
khiét vé mat hoa hoc lap thé nhu dugc néu & diy. Duoc phém ¢ thé duoc dung o lugng
hitu hiéu cho bénh nhan cin diéu tri. Duogc phém ¢ thé con bao gém chit mang duoc

dung.
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Theo mot sé phuong an, nhom sau trong mdi hop chét néu trong Bang 1 c6 thé
duoc thé béng mot hodc hai nhém metyl & cac vi tri a, b, va e, va c6 thé dugc thé béng
mot nhém metyl & céc vi trf ¢ va d. Trong ting truong hop, nhém metyl ¢ thé huéng vé
ca hai phia cua mat phang ctia vong morpholino. Theo céc phuong an khéc, metylen bo
sung, tuy y dugc thé b'flng mot hoac nhiéu nhém metyl, ¢ thé dugc chén vao sat canh

nitro trong nhém morpholino dé mo rong vong bay canh.

Sang ché con d& xuét quy trinh didu ché oligonucleotit tinh khiét vé mat hoa hoc
lap thé bing cach ghép dac thi 14p thé cic monome hoat tinh. Cdc phuong an khdc de
xuit oligome gan nhu tinh khiét v& mat dong phan khong d61 quang dugc tao thanh bang
cach ghép dac thu lap thé cac monome hoat tinh. Cac phuong an khac nira dé xuit cac
ché phim gan nhu tinh khiét vé& mat dong phan khong d6i quang chita hgp chét gan nhu

tinh khiét vé mit ddng phan khong d6i quang nhu dugc néu & déy.
M@ ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1 thé hién céac lién két phosphodieste, phosphothioat, va phosphodiamidat

oligonucleotit.

FIG. 2 thé hién c4c lién két R- va S- phospho trong oligome morpholino
phosphodiamidat (PMO). FIG. 2 con thé hién su ting sinh cta chét dong phan khong ddi
quang ma thuong xay ra khi hdn hop ddéng phan khong ddi quang cua tién chat oligome
phosphodiamidat dugc su dung dé tdng hop dinucleotit (2-me), trinucleotit (3-me),

tetranucleotit (4-me), va N-me.

FIG. 3 thé hién quy trinh didu ché dinucleotit tinh khiét vé mit dong phan khong
ddi quang bing ci hai cach la sir dung phosphoramidocloridat tinh khiét v& mat dong
phan khong d6i quang va st dung hdn hgp ddng phan khong d6i quang cua

phosphoramidocloridat.

FIG. 4A va FIG. 4B thé hién hdn hop dong phan khong dbi quang phd bién cta
phosphoramidocloridat ma co6 thé 12 hitu dung dé didu ché cac tap con d6ng phan khong

d6i quang tinh khiét vé mat ddng phén khéng dbi quang hoac gan nhu tinh khiét vé mit
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ddng phan khong ddi quang.

FIG. 5 thé hién quy trinh didu ché oligonucleotit tinh khiét v& mat dong phan
khong ddi quang (d0ng nhat) st dung phosphoramidocloridat tinh khiét v& mat dong
phan khong d6i quang nhu dugc néu ¢ day.

FIG. 6 thé hién so dd quy trinh tdng hop 16-me PMO déc thu lap thé va sy phan
biét c4c chét ddng phan lap thé bang thu nghiém 1y sinh.

FIG. 7 thé hién nhiét do néng chdy ctia cac chét dong phan 1ap thé 1 va 2 ciia vi du
thé hién quy trinh tong hop 16-me PMO dic thu 1ap thé va su phan biét cac chét dong
phén 14p thé bang thit nghiém 1y sinh, nhw néu dudi day.

FIG. 8 thé hién so @& ORTEP ciia hop chét 100 & dang tinh thé, nhu néu dudi day.

FIG. 9A va FIG. 9B thé hién so @b ORTEP cia hai doan cta hop chét 100, nhw

néu dudi day.
M6 ta chi tiét sang ché

D& phat hién ra rdng hai chat dong phén khong dbi quang cua cac tdp con
morpholino hoat tinh c6 thé dugc phan loai duya vao céc tinh chét vat ly ctia chung, dé
diu ché cac chit dong phan tinh khiét v& mit ddng phan khong dbi quang. Viéc nay cho
phép didu ché cac PMO tinh khiét vé mat héa hoc 14p thé hogc gan nhu tinh khiét vé mat
héa hoc 1ap thé trong diéu kién phan Gmg dugc kiém soat, ma sau dé cé thé dugc str dung

dé didu ché chon loc oligonucleotit véi hoa hoc 1ap thé mong mudn.

Sang ché con dé xuét phwong phép didu ché hdn hop ddng phan khong d6i quang
clia cac hop chét boc 10 & trén thanh céc hop chét tinh khiét vé mét hoa hoc 1ap thé hodc
gan nhu tinh khiét vé mat hoa hoc 1ap thé. Khi tach, chét ddng phan khong d6i quang tinh
khiét tir hdn hop dong phan khong d6i quang trude dé co thé duoc st dung dé diéu ché
cac hop chét tinh khiét vé mit ddng phéan khéng dbi quang théng qua phan tng ghép dac
thu 14p thé.

Céc hop chit tinh khiét vé mat déng phan khong d6i quang va cac hop chit gan

7

7164



51496

nhur tinh khiét v& mat dong phan khong d61 quang duge didu ché nhu néu & déay co thé 1a
phosphodiamidat oligonucleotit tinh khiét v& mat dong phan khong db6i quang.
Phosphodiamidat oligonucleotit tinh khiét vé mit dong phan khong d6i quang va gan nhu
tinh khiét vé mat dong phan khong d6i quang c6 thé ¢6 nhiéu cach dung. Vi dy, chung ¢
thé 1a hitu dung lam dugc phém. Chung c6 thé dugc chon dua vao céc tinh chit ma tdt
hon so véi cac tinh chét cua hdn hop khong dong nhét (hdn hop 1ap thé-ngiu nhién) cua
chit déng phan khong ddi quang cta phosphodiamidat oligonucleotit. Vi du, ching co
thé duoc chon dya vao sy khac nhau vé hiéu luc, hiéu qua, do 4n dinh, do an toan, va tinh
dac hiéu. Oligome tinh khiét v& mit ddng phan khong ddi quang va gan nhu tinh khiét v&
mat dong phan khong d6i quang c6 thé c6 cac tinh chét vat 1y, hod hoc, va sinh hoc ma

khéc véi cac tinh chit ciia cac hon hop oligome khong déng nhat v& mit hod hoc 1ap thé.

“ChAt ddng phan 1ap thé” 1a n6i dén cac chat dong phan ma chi khac nhau veé su

sap xép cac nguyén ti trong khong gian.

“Chét déng phan khong d6i quang” 1a noi dén cac chéat ddng phan 1ap thé ma
khong phai 13 hinh adi x&ﬁg qua guong cua nhau.

“Ch4t ddng phan dbi anh” 1 n6i dén céc chét dong phan 14p thé ma anh ddi ximg
guong cua ching khong chdng khit véi nhau. ChAt ddng phan dbi anh bao gdm chét dong
phéan “tinh khiét v& mat dong phan d6i anh” bao gébm vé co ban la chat dong phan don
nh4t, vi du, nhidu hon hodc bing 90%, 92%, 95%, 98%, hodc 99%, hodc bing 100% chét
ddng phén dbi anh don nhét.

“Monome hoat tinh” 13 néi dén cac tip con morpholino dwgc phosphoryl hoa 5°-
O- mang phospho phan Gng c6 nhom roi chuyén, bao gdom nhung khong gidi han &
clorua va nhém roi chuyén halogenua, ma trai qua phan ung thay thé bang chit cho dién

ttr, bao gom nhung khong giéi han ¢ amin va ruou.

“R” va “S” la céc thudt ngit mo ta cac chét dong phan, 1a ky hiéu cua cAu hinh ho4
hoc 14p thé tai cac nguyén‘tfx duoc thé khong dbi xtimg, bao g6m nhung khong gidi han o:
cacbon, luu huynh, phospho va amoni nito. Ky hiéu cta nguyén tir dugc thé khong ddi

xtmg 1a “R” hodc “S” dugc thyc hign theo quy tac uu tién Cahn-Ingold-Prelog, la quy tac

8
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ma nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay da biét rd, va dugc mo ta
trong tai liéu Danh phap hod hoc theo Li€n minh Qudc té vé hoa hoc thudn tuy va hoa
hoc tng dung (the International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC) déi véi
danh phép cua nganh hoé hoc hitu co. Phén E, Hoé hoc 1ap thé.

Chét ddng phan dbi anh c6 thé dugc dic trung boi hudng ma ndé quay trén mat
phang 4nh sang phan cyc, 1a da biét 16 d6i véi ngudi co hidu biét trung binh trong linh
vuc hod hoc. Néu né quay theo chidu kim ddng hd (d6i v6i hudng cua ngudi nhin khi anh
sang dang dich chuyén), thi chit dong phan d6i anh duoc danh diu (+), va duge chira 1a
quay phai. Anh dbi xtrg gwong cua nd s& quay trén mit phang 4nh sang phan cyc theo
hudng nguge chiéu kim ddng hd, va duge danh dau (-), hodc quay trai. Hudng quay cia
mit phing anh sang phéan cyc theo hop chit tinh khiét vé mat dong phan d6i anh, goi 1a
ky hiéu quay quang, ¢ thé dé& dang duoc do bang dung cu tidu chuén d3 biét 1a phan cuc

ke.

“Raxemic” 12 n6i dén hdn hop chira cdc phan bang nhau ciia cac chat dong phan

doi anh riéng ré.

“Khong-raxemic” 1a noi dén hdn hop chira céac phan khong bang nhau ctia cac chét
ddng phan déi anh riéng ré. Hon hop khong-raxemic c6 thé duge 1am giau & cdu hinh R
hodc S, bao gdm, khong giéi han, hdn hgp chit déng phan déi anh R déi véi S, hodc S
d6i véi R & ty 1é khoang 50/50, khoang 60/40, va khoang 70/30.

“Gan nhu tinh khiét v& mit hoa hoc 1ap thé” va “mirc do gin nhu tinh khiét vé mat
héa hoc lap thé” 12 néi dén chét dong phan ddi anh hodc chit ddng phan khong ddi quang
ma lugng du ddng phan déi anh hodc lugng du ddng phan khéng dbi quang, twong tng,
bang hodc 1én hon 80%. Theo mot s6 phuong 4n, “odn nhu tinh khiét vé mit hoéa hoc 1ap
thé” va “mirc d6 gan nhu tinh khiét v& mat hoa hoc 1p thd” 1a néi dén chat dong phéan doi
anh hodc chét ddng phan khong di quang ma luong du ddng phan ddi anh hoic lugng
du dong phan khong d6i quang, twong Ung, bing hodc 16n hon 87%, bang hodc 16n hon
90%, bing hodc 16n hon 95%, bing hodc 16n hon 96%, bing hodc 16n hon 97%, bang
hodc 16n hon 98%, hodc bang hozc 16n hon 99%. "Gan nhu tinh khiét vé mat déng phan
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khong ddi quang" 1a no6i dén chét déng phan khong d6i quang ma luong du dong phan
khong dbi quang bang hoic 16n hon 87%, bing hoic 16n hon 90%, bang hodc 16n hon
95%, béng hodc 16n hon 96%., bang hodc 16n hon 97%, béng hodc 16n hon 98%, hodc
bang hodc 16n hon 99%.

“Luong du ddng phan dbi anh” (enantiomeric excess - ee) cua chét ddng phan dbi
anh 13 [(ty 1& mol cta chit dong phan déi anh chinh) trir (ty 1& mol cia chét dong phan
d6i anh phu)]x100. Lugng du dong phan khong dbi quang (diastereomeric excess - de)
ctia chit ddng phan khong ddi quang trong hdn hop hai chét dong phan khong ddi quang

duoc xac dinh theo cach tuong tu.

“Mubi dugc dung” nhu dugce st dung ¢ day dé cap dén mudi cong axit hodc mubi
céng bazo cua hop chét trong ban md ta. Mudi duoc dung 12 mudi bat ky ma gitr hoat
tinh cua hop chit gbc va khong gy ra tac dong c6 hai qua murc hodc tdc dong khong
mong mudn 1én ddi twong 13 ngudi duge dung va trong pham vi mudi ndy dugc dung.
Mubi dugc dung bao gém, nhung khong gidi han ¢, phirc kim loai va cac mudi cua ca
axit v6 co va axit carboxylic. Mudi duge dyung con bao gdm cac mudi kim loai nhu mudi
nhém, mudi canxi, mudi sit, mudi magie, mubi mangan va cic mubi phtrc. Ngoai ra,
mudi dugc dung bao gém, nhung khdng gidi han &, cac mudi axit nhu axetic, aspartic,
alkylsulfonic, arylsulfonic, axetil, benzensulfonic, benzoic, bicarbonic, bisulfuric,
bitartaric, butyric, canxi edetat, camsylic, carbonic, clobenzoic, xitric, edetic, edisylic,
estolic, esyl, esylic, formic, fumaric, gluceptic, gluconic, glutamic, glycolic,
glycolylarsanilic, hexamic, hexylresorcinoic, hydrabamic, bromhydric, clohydric,
iodhydric, hydroxynaphthoic, isethionic, lactic, lactobionic, maleic, malic, malonic,
mandelic, metansulfonic, metylnitric, metylsulfuric, muxic, muconic, napsylic, nitric,
oxalic, p nitrometansulfonic, pamoic, pantothenic, phosphoric, monohydro phosphoric,
dihydro phosphoric, phthalic, polygalactouronic, propionic, salixylic, stearic, sucxinic,
sulfamic, sulfanlic, sulfonic, sulfuric, tanic, tartric, teoclic, toluensulfonic, va cac mubi

tuong tu.

"Luogng hiéu qua" cua t6 hop chat didu trj (vi du, hop chét 1 va chét e ché CDK

4/6) 13 Tuong du dé tao ra loi ich didu trj dang ké so véi HCC hodc IHCC chua duoc dicu

10
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tri & ddi twong hodc bénh nhén.

CAc hoat chit nhu duoc néu & diy cé thé duogc két hop véi chit mang duoc dung
dé tao ra duogc phém. Viéc lua chon chit mang va dang bao ché cu thé s& phu thudc vao

cach dung cu thé ma ché phdm hudng dén.

“Chét mang duoc dung” nhu duoc sir dung & déy d& cap dén chit mang khong doc,
chét phu trg, hodc chét din thudc ma khong pha hity hoat tinh dugc ly cua hop chat duoc
bao ché. Cac chét mang duoc dung, chét phu tr¢ hodc chét din thudc ma c6 thé duge sir
dung trong cac ché pham ctia sing ché bao gdm, nhung khong gi6i han 0, axit sorbic, kali
sorbat, mot phén hdn hop glyxerit cua axit béo thuc vét bdo hoa, nudc, mudi hodc chét
dién phan, dinatri hydro phosphat, kali hydro phosphat, natri clorua, mubi kém, silic oxit
keo, magie trisilicat, polyvinyl pyrolidon, chéat gbc xenluloza, polyetylen glycol, natri

carboxymetylxenluloza, polyacrylat, sap, polyetylen glycol va mg ciru.

Ché pham theo sang ché c6 thé 1a thich hop dé dung ngoai dudng tiéu hoa, qua
duong miéng, xong hit, dung tai chd, truc trang, miii, trong miéng, am dao hodc dung
trong khoang cdy ghép, v.v.. Theo mot s phuong an, dang bao ché chtra cac thanh phan
¢ nguodn gbc tu nhién hodc khong phai ty nhién. Theo mdt s6 phuong an, dang bao ché
hodic chdt mang cé thé dugc chuin bi ¢ dang vo trung. Vi du khong gidi han vé chat

mang v tring bao gdm nuée khong chira ndi doc to hode nude khong chura pyrogen.

Thuét ngir “ngoai dudng tiéu hoa” nhu dugc st dung ¢ day bao gdm cac k¥ thuat
tiém hoac truyén dudi da, trong tinh mach, tiém bép, trong khép, trong bao hoat dich,
trong xwong e, trong vo, trong gan, trong thuong tdn va trong so. Theo cac phuong an
cu thé, cac hop chit duoc dung trong tinh mach, qua dudng miéng, dudi da, hodc dung
tiém bép. Cac dang tiém dugc vo trung cla ché pham theo sang ché ¢6 thé 12 huyén phu
nuée hodc huyén phu dau. Céc huyén phu nay cé thé duge bao ché theo cac k¥ thuat da
biét trong linh vuc nay st dung chét phan tan hodc chét thAm w6t va chit tao huyén phu
thich hop. Ché phdm tiém dugc vo trung cling c6 thé 1a dung dich hoidc huyén phu tiém
duwoc vo trung trong chit pha lodng hodc dung méi khong doc duge chép nhan dung

ngoai dudng tiéu hoa. Céc chat din thuoc va dung mdi dugc chap nhédn ma co6 thé dugc
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dung 14 nudc, dung dich Ringer va dung dich natri clorua ddng trwong. Ngoai ra, dau

khong bay hot, v6 trung thuong duge dung lam dung mbi hoic moi trudong tao huyén phu.

Céc phuong an theo sang ché @& xuét quy trinh diéu ché chit ddng phan tinh khiét
v& mit hoa hoc 1ap thé hodic chat ddng phan gin nhu tinh khiét vé mat héa hoc lap thé,
tiép do6 st dung céc chét déng phan tinh khiét dé didu ché dic thu lap thé cac oligome
morpholino phosphodiamidat (phosphorodiamidate morpholino oligomers - PMOs) tinh
khiét v& mat dong phan khong d6i quang. Quy trinh didu ché c6 thé duge thuc hién bang
cach tach hdn hop dong phén khong d6i quang cta phosphoramidocloridat nucleotit.
Budc tach nay c6 thé dugc thyc hién bang cach, vi du, séc ky; vi du, séc ky long cao ap

hoic "HPLC". Budc tach cling c6 thé duoc thyc hién bang cach két tinh.

Cac monome da tach c6 thé duge goi 1 cdc monome "hoat tinh". "Hoat tinh"
nghia la cac monome bao ¢dm nhom phosphoramidocloridat ma phan tmg véi nhiéu chét
cho dién tir, ma bao gém nhung khong gidi han &: amin, rwou/alkoxit, thiol/thiolat,

alkyllithi, va chat phan ung Grignard.
I. Didu ché chét déng phan khong d6i quang

Theo mot phuong &n, cac monome c6 hoat tinh tinh khiét vé mat hoéa hoc 1ap thé
hoac gén nhu tinh khiét vé mat hoa hoc 1ap thé c6 thé dugc diéu ché béng cach tach hon
hop dong phéan khong d6i quang clia cac monome. Budc tach cd thé duoc thuc hién bang
cac phuong phap cho phép phan biét cac chét dong phan lap thé st dung cAc tinh chat vat

| ly. Vi du, budc tach cé thé dugc thuc hién bang cach sdc ky hodc két tinh. Céc loai séc ky
thich hop bao gbém, vi du, nhung khong gidi han & sdc ky long cao ap (high performance
liquid chromatography - HPLC), sdc ky gia chuyén dong, sdc ky dong ngugc, va céc loai
sdc ky phan tach khéac. Vi dy, hdn hop ddng phan khong d6i quang c6 thé duoc dua vao
HPLC, rra giai phan chuyén dong nhanh va phan chuyén dong cham. Moi phan c6 luong
monome tinh khiét v& mit hoa hoc 14p thé hodc gin nhu tinh khiét vé& mat hoa hoc 13p the
12 khéc nhau. Nhu duoc mé ta duéi ddy, cac monome nay ¢6 thé duge sir dung dé diéu
ché cac oligome c6 hoa hoc 1ap thé mong mudn bing cich ghép dic thu lép thé sir dung

cac diéu kién phan ing dugc kiém soat.
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Céac tac gia sang ché con xé4c dinh duoc, khi tich, cdc monome c6 hoat tinh tinh
khiét v& mat hoa hoc 14p thé c6 d6 6n dinh du dé st dung trong cac phan tng hoéa hoc
khac. Hon nita, cac tac gia sang ché d3 xéac dinh duoc cdc monome c6 hoat tinh tinh khiét
v& mit héa hoc 1ap thé ¢6 thé trai qua phan tmg héa hoe dic thi 1ap thé. Do dé, nhu duge
thao luan chi tiét dudi day, cdc monome c6 hoat tinh tinh khiét vé mit héa hoc 1ap thé
nay c6 thé duoc st dung cho phan tng ghép ddc thu lap thé dé tao ra cac san pham tinh

khiét vé mat hoa hoc 1ap thé.

Nhu d& néu ¢ trén, cdc phuong an cua sang ché c6 thé @ xubt mot hogc nhiu hop
chét tinh khiét vé mat héa hoc 1ap thé hodc gﬁn nhu tinh khiét v& mit hoéa hoc 1ap thé néu
trong Bang 1, ma c6 thé duogc didu ché bf‘?mg c4ch tao ra cac dac diém thuan loi trong sb
c4c tinh chét vét Iy khac nhau cta cac chét ddng phan 13p thé. Cac phuong 4n khac cling
c6 thé tao ra cac chat dong phan d6i anh ctia cac hop chét néu trong Bang 1. Héa hoc lap
thé ciia céc chét ddng phan déi anh nay thuong khéc véi hoa hoc 14p the cua céc hop chat

trong Bang 1 do su thay d6i héa hoc 1ap thé ciia vong morpholino.

Bang 1
Hop chit Cong thuc #

O

|EJ\NH
N~ ~O 20

O

Cl
2p{‘o\)\/N\R3
0" "NR4R,

21
o)\

13

13/64



51496

22

23

24

25

26

14

14/64



51496

27

28

29

30

31

15

15/64



51496

trong d6 R3 1a triphenylmetyl dugc thé tiy v (con goi la "trityl"), benzyl dugc thé tuy ¥,
hodc sulfonyl. R4, RS, va R6 cd thé 1a —C(O)R7 hoic —C(O)ORS, trong d6 R7 1a metyl,
etyl, hodc phenyl, va R8 1a benzyl hodc 2,2,2-tricloetyl. Rg co thé 13 alkyl dugc thé tuy y,
xyanoetyl (dé st dung lam nhém bao vé, xem vi dy, cong bd don My sb
US2013/0197220), axyl, sulfonyl, axetal/ketal, carbonat, carbamat, benzyl dugc thé tuy v,
4-pivaloyloxy benzyl, va silyl.

Theo mdt sé phwong 4n, benzyl duge thé tuy y 1a 4-metoxybenzyl (PMB, MPM).
Theo mot sé phuong 4n, sulfonyl 1a sulfonyl co thé tach ra. Theo mot sé phuong én,

sulfonyl 14 2-nitrobenzensulfonyl, 4-nitrobenzensulfonyl, hodc 2,4-dinitrobenzensulfonyl.

R1 va R2 c6 thé 13 gidng hodc khéc nhau, va c6 thé 1a -H, C1-C3 alkyl dugc thé
tuy y, phenyl dugc thé tuy ¥, naphtyl duge thé tuy ¥, hodc, véi nito ma ching gin két, tao

thanh di vong dugc thé tuy y, ma co thé 13, vi du, pyrolidin, piperazin, hodc morpholin.

Cac nhém duogc thé tiy ¥ ¢6 thé duge thé bang mot hodc nhidu nhém trong s6

metyl, etyl, halogen, nitro, hoédc xyano.

R3 ¢ thé 1a trityl (Tr), ma 6 thé 1a trityl dugc thé, bao gdm nhung khong gii
han & MMTr (p-metoxyphenyldiphenylmetyl), benzyl, 4-metoxybenzyl (PMB, MPM), va
3,4-dimetoxybenzyl, diphenylmetyl (Dpm),

R4, R5, R6 ¢co thé 1a -H, —-C(O)R7, hoic —C(O)OR7, trong d6 R7 la alkyl (metyl,
etyl, isopropyl, hodc C1-C6 alkyl khac) hodc aryl (bao gém nhung khong giéi han &
phenyl, 4-metoxy phenyl, 4—bromophenyl, va 4-nitrophenyl).

I1. Ghép dic thi lap thé

Ngoai viéc xéac dinh rﬁng ky thuat tach co thé dugc st dung dé tao ra luong
monome c¢6 hoat tinh gan nhu tinh khiét vé mit héa hoc lap thé, cac tac gia sang ché di
xac dinh réng cadc monome hoat tinh nay cé thé, trong mot sb diéu kién phan ung, dugc
st dung dé tién hanh ghép ddc thu lap thé dé didu ché dinucleotit tinh khiét vé mat héa
hoc 1ap thé, trinucleotit tinh khiét v& mat héa hoc 14p thé, va oligome 16n hon tinh khiét

vé mit hoa hoc 1ap thé. Nho st dung cac phuong phéap néu ¢ day, tinh bét d6i xing cua
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lién k&t PMO méi tao thanh c6 thé dugc ma hoa dic hiéu boi tinh bat ddi xtng cuia cac

monome cé hoat tinh tinh khiét v& mat hoa hoc lap thé str dung dé tao thanh oligome.

DPidu kién phan @ng thuong ding cho phan tmg ghép dac thu 1ap the bao gdm phan
ng trong dung moi aprotic. Cac dung méi nay co thé 13, vi du, nhung khong gidi han o,
axetonitril, tetrahydrofuran (THF), 1,3-dimetylimidazolidinon (DMI), dimetylformamit
(DMF), N-metyl-2-pyrolidinon (NMP), dimetylaxetamit (DMAc), diclometan (DCM),
1,2-dicloetan (DCE), cloroform, 1,4-dioxan, etyl axetat, 2-metyltetrahydrofuran, va
isopropyl axetat. Phan tmg ghép co thé dugc thyc hién trong sy ¢6 mét clia cac bazo amin
béac ba khong cho dién tir va céc bazo thom. Céc bazo thich hop bao gdm, nhung khong
giéi han &, diisopropyletylamin, trietylamin, 2,6-lutidin, trimetylpyridin (collidin), va N-
etylmorpholin. Nhiét d0 phan ng co thé nam trong khoang tir nhiét d¢ trong phong
(khoang 20°C) dén 50°C. C6 thé 4p dung khudy am trong mot sé trudng hop dé gitp hoa

tan (c4c) chit nén.

P& chimg minh ¢6 thé thyc hién dugc phan tng ghép dac thi lap thé, nhicu PMO
dinucleotit gdn nhu tinh khiét vé mat hoa hoc 1ap thé dugc didu ché bang cach ghép PMO
dac thu 1ap thé déi véi cac monome c6 hoat tinh gin nhu tinh khiét vé mét hoa hoc 1ap
thé rtra giai nhanh va rtra giai chdm (phosphoramidocloridat). Bang 2, dudi day, tong hop
profin luu gitt HPLC cua cac PMO dinucleotit gin nhu tinh khiét v& mit héa hoc lap thé.
Bang nay so sanh thoi gian luu cua cac dinucleotit 14y tir t6 hop cac monome dau 5° duge
néu & bén trai cla bang véi ca chat dong phan rira giai nhanh hon va cham hon cua cac
monome dau 3’ néu & phia trén cua bang. Bang nay cho thiy phan tng ghép dac thu 1ap
thé cac monome cé hoat tinh gﬁn nhu tinh khiét v& mat hoa hoc lap thé tao ra cac
dinucleotit tinh khiét v& mit dong phan khong d6i quang khac nhau c6 céac tinh chét vat
I khéc nhau. |
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Didu kién HPLC phén tich d6i véi profin cuia PMO dinucleotit gan nhu tinh khiét

v& mit héa hoc 1ap thé trong Bang 2 dugc néu dudi day:

19/64

Cot HPLC Chiralpak IC 4,6 x 250 mm 5 um
Nhiét do 30°C
Luu luong 1,0 mL/phut
Pha dong 10% n-heptan, 80% EtOAc. |
va 10% MeOH-EtOH 1:1 v6i 0,1% dietylamin
Gradien Pang dong
Thoi gian chay | 30 phut
Thé tich phun 1-2 pL (0,2 mg/ml, diclometan)
May do UV 260 nm

Vi du thwe hién sang ché
I1I. Céc vi du vé su phan tach ddng phan khong ddi quang cua cac monome hoat tinh

Céc vi du sau thé hién su phan tach dong phan khong doi quang cta cac monome

hoat tinh theo mét s6 phuong 4n nhit dinh néu & day.

A. Monome U
(i 0] 0]
uraxil I E ’ (‘I\NH (L)LNH
N° "0 N™ ~0O N (@]

& HPLC diéu ché /\ )\
Q © 9 w

C'\Pfox)\/"“w “is “O\/J\/N“Tr CI\P’O‘\)\/N“Tr

N ’ e
O NMe, 0" NMe; 0" ‘NMe,
hén hgp déng phan khong déi quang chét déng phan ria giai nhanh: U,
Uip chét déng phan ria gidi cham: U,

Diéu kién HPLC phan tich ddi véi cac monome U hoat tinh:

19
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Coét HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, 5 u
Nhiét do 35°C
Luu luong 1 mL/phtt
Pha dong Etyl axetat
Gradien Ding dong
Thoi gian chay 15 phut
Thé tich phun 10 uL (5mg/ml, etyl axetat)
May do 260 nm
Ui 5 phut
Thoi gian luu
U, 7,5 phut

Diéu kién HPLC diéu ché doi v6i cac monome U hoat tinh:

Chiralpak IC, 21 x 250mm, 5p; cOt rira giai ¢ 11 ml/phit v6i etyl axetat, nhiét do

trong phong, may do 260nm.

[S4 lidu '"H-NMR dbi véi Ui]

'H NMR (400 MHz, CDCL) 8 8,18 (br, 1H), 7,45 (m, 6H), 7,15-7,32 (m, 10H),
6.12 (dd, 1H, J= 2,0 & 9,6 Hz), 5,62 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 4,39 (m, 1H), 4,11 (m, 2H), 3,39
(, 1H, J= 11 Hz), 3,15 (d, 1H, J= 11 Hz), 2,65 (s, 3H), 2,62 (s, 3H), 1,49 (t, 1H, J= 11

Hz), 1,39 (¢, 1H, J= 11 Hz)

[S6 liéu 'H-NMR d6i vé6i Ua)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8,07 (br, 1H), 7,44 (m, 6H), 7,14-7,34 (m, 10 H),
6.12 (dd, 1H, J= 2 & 9 Hz), 5,61 (d, 1H, 8,0 Hz), 4,39 (m, 11), 4,08 (m, 2H), 3,39 (d, 1H,
J=12 Hz), 3,15 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,66 (s, 3H), 2,62 (s, 3H), 1,46 (1, 1H, J= 11 Hz), 1,38

(t, 1H, J= 11 Hz),

B. Monome A
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( NHBz NHBz
adenin N X N
N N
i/ /4
HPLC diéu ché

o (s) O&
CI\P/O\/J\\./N*T'. C[\P“O\/)\/N‘Tr
J" “NMe, J “NMe, J" “NMe;

hén hop déng phan khong déi quang
A1r2

21/64

J\,

® ©
C’\P,“O\)\V'N\Tr

chat déng phan rira gidi nhanh: Aq

chét déng phan rira gidi cham: A;

Didu kién HPLC phan tich d61 v6i cac monome A hoat tinh:

Cot HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, Su
Nhiét do 35°C
Luu lugng 1 mL/phut
Pha dong Etyl axetat
Gradien Diéng dong
Thoi gian chay 15 phut
Thé tich phun 10 uL (Smg/ml, etyl axetat)
May do 260 nm
Al 8,1 phut
Thoi gian luu
Az 11,7 phut

Piéu kién HPLC dicu ché ddi véi cac monome A hoat tinh:

Chiralpak IC, 21 x 250mm, 5u; rira giai bang 100% etyl axetat & 15 ml/phut, nhigt

do trong phong, may do uv 260nm.

[S6 lidu 'H-NMR déi véi Ai]

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 9,01 (br, 1H), 8,79 (s, 1H), 8,00 (m, 3H), 7,58 (m,
1H), 7,4-7,6 (m, 8 H), 7,2-7.4 (m, 10H), 6,42 (d, 1H, J= 8,4 Hz), 4,51 (m, 1H), 4,12 (m,
3H), 3,54 (d, 1H, J= 12 Hz), 3,25 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,62 (s, 3H), 2,59 (s, 3H), 1.81 (¢,
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1H, J= 11 Hz), 1,62 (1, 1H, J= 11 Hz)

[S6 lieu 'H-NMR déi v6i Aa]

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 9,04 (br, 1H), 8,79 (s, 1H), 8,00 (m, 3H), 7,56 (m,
1H), 7,4-7,6 (m, 8H), 7,2-7,4 (m, 10H), 6,41 (d, 1H, J= 8,4 Hz), 4,51 (m, 1H), 4,12 (m,
3H), 3,54 (d, 1H, J= 12 Hz), 3,25 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,64 (s, 3H), 2,61 (s, 3H), 1,82 (¢,

1H, J= 11 Hz), 1,63 (t, 1H, J= 11 Hz)

C. Monome C
NHAc NHAc NHAc
xytosin “\/l%N (L\\N ﬁN
N/J%O . N™ ~O N
HPLC diéu ché
0 N. ' .
Py Tr P, © Nep Ch pe© Nep
O NMe, J" “NMe, o ‘NMe,
hén hap déng phan khong déi quang chat déng phan ria giai nhanh: Cq
Capo chat dédng phan ria giai cham: C,

Piéu kién HPLC phén tich d6i véi cidc monome C hoat tinh:

22/64

Cot HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, 5u
Nhiét do 35°C
Luu lugng 1,0 mL/phut
Pha dong 90% etyl axetat 10% n-heptan
Gradien Dang dong
Thoi gian chay 12 phut
Thé tich phun 10 pL (5mg/ml, diclometan)
May do ' 260 nm
) Ci 6,0 phut
Thoi gian luvu
C 6,2 phut

Diéu kién HPLC diéu che doi v6i cac monome C hoat tinh:
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Chiralpak IC rira gidi 6 15 ml/phut v6i 75% etyl axetat va 25% n-heptan. Nhiét do

trong phong va may do uv 260nm.
[S6 lidu 'H-NMR déi v6i Ci]

' NMR (400 MHz, CDCls) 3 7,66 (d, 1H, J= 7,8 Hz), 7,43 (m, 6H), 7.33 (d, 1H,
I= 7.4 Hz), 7,15-7,32 (m,.9H), 6,18 (dd, 1H, J= 2,2 & 9,2 Hz), 4,42 (m, 1H), 4,08-4,16
(m, 2H), 3,54 (d, 1H, J= 11 Hz), 3,14 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,64 (s, 3H), 2,60 (s, 3H), 2,23
(s, 3H), 1,51 (t, 1H, I= 11 Hz), 1,25 (m, 1H).

[S6 liéu 'H-NMR déi v6i Cz]

' NMR (400 MHz, CDCL;) & 7,64 (d, 1H, J= 7,8 Hz), 7,43 (m, 6H), 7,32 (d, 1H,
J= 7.4 Hz), 7,15-7,32 (m, 9H), 6,19 (dd, 1H, J= 2,1 & 9,2 Hz), 4,41 (m, 1H), 4,06-4,15
(m, 2H), 3,54 (d, 1H, J= 11 Hz), 3,15 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,64 (s, 3H), 2,61 (s, 3H), 2,22
(s, 3H), 1,49 (t, 1H, J=11 Hz), 1,25 (m, 1H)

D. Monome G (guanin bao v€ mot lan)

(0] o}
i N
guanin </ E )N\H 0o qNﬁNH 0 </N [ )N\H j)
o P PP
Ao QJH/ . HPLC diéu ché NN ﬁ)ky/ NTONTON ‘\(
O)\l O/H O/H H
:P;O\)\/N“Tr :P{\O\)\/N‘Tr :P,'O\)\/N‘Tr
0" "NMe, 0" 'NMe, 0" ‘NMe;,

hén hop déng phén khang déi quang chét ddng phan rira gidi nhanh: Gy
Gypp chét ddng phan riva gidi cham: G,

Pidu kién HPLC phan tich ddi véi cac monome G hoat tinh:

Cot HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, Su
Nhiét do 35°C
Luu luong 1,0 mL/phut
Pha dong etyl axetat
Gradien Ding dong
Thoi gian chay 30 phut
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Thé tich phun 10 uL (5mg/ml, etyl axetat)
May do 260 nm
Gy 17,8 phut
Thoi gian luu
G2 22,3 phut

Diéu kién HPLC diéu ché doi v6i cac monome G hoat tinh:

Chiralpak IC rira giai & 15 ml/phut v6éi 100% etyl axetat. Nhiét d6 trong phong va

may do uv 260nm.

E. Monome T
O 0] 0
i ’
thymin Me\[ “NH MSTU\NH Me NH
A |
N" 0 N0 N” 0
. HPLC diéu ché /H /L
Cl,_.o 1 ] Cl o \)O\/ cl “ ) l
Ny N. NIge N. O AN
P Tr P Tr P Tr
0" "NMe, 0" NMe, 0" NMe;

hén hop déng phan khong déi quang chét déng phan rira gidi nhanh: T,

T chét déng phan rira giai cham: T

Pidu kién HPLC phén tich di véi cdc monome T hoat tinh:

Cot HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, S u
Nhiét do 35°C
Luu lugng : 1 mL/phut
Pha dong Etyl axetat
Gradien Diéng dong
Thoi gian chay 10 phut
Thé tich phun 10 pL (5mg/ml, metylen clorua)
May do 260 nm
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T 4,5 phut

Thoi gian luu

T 7,0 phut

Diéu kién HPLC diéu che doi v6i cac monome T hoat tinh:

Chiralpak IC, 50 x 500mm, 20u. Cot rira giai & 60 ml/phut v6i etyl axetat, nhiét d§ trong
phong, may do 260nm. Thoi gian luu 1a 25 va 40 phut.

[S6 lidu "H-NMR déi véi T1]

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.4-7,5 (m, SH), 7,26-7,33 (m, 6H), 7,16-7,22 (m,
3H), 7,04 (d, 1H, J= 1 Hz), 6,12 (dd, 1H, J=2 & 10 Hz), 4,39 (m, 1H), 4,12 (m, 2H), 3,37
(d, 1H, J= 12 Hz), 3,15 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,66 (s, 3H), 2,63 (s, 3H), 1,83 (d, 1H, I= 1
Hz), 1,49 (t, 11, J= 11 Hz), 1,41 (t, 1H, J= 11 Hz))

[S6 liéu 'H-NMR déi véi T2]

' NMR (400 MHz, CDCls) & 7.4-7,5 (m, 6H), 7,24-7,35 (m, 6H), 7,14-7,22 (m,
3H), 7,03 (s, 1H), 6,12 (dd, 1H, J=2 & 10 Hz), 4,39 (m, 1H), 4,09 (m, 2H), 3,37 (d, 1H,
I= 11 Hz), 3,15 (d, 1H, J= 11 Hz), 2,66 (s, 3H), 2,62 (s, 3H), 1,82 (s, 3H), 1,48 (t, 1H, J=
11 Hz), 1,40 (¢, 1H, J=11 Hz)

F. Monome C (NBz)

NHBz NHBz NHBz
Xytosin (L\ N “\%k N f\\‘ N
NAO N/&O N™ 7O
HPLC diéu ché )
¢l O\)O\/ N ] Cl ° \)O\ cl " \)o\)
P T O prO Nor
O NMe, 0" NMe, 0" 'NMe;
hén hap déng phan khong déi quang chat déng phan rira gidi nhanh: C4
Cip chat déng phan rira gidi cham: C,

Pidu kién HPLC phén tich ddi v6i cdc monome C hoat tinh (NBz):
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Cot HPLC Chiralpak 1B, 4,6 x 150mm, 5u
Nhiét do 35°C
Luu luong 1,0 mL/phut
Pha dong 100% axetonitril
Gradien Dang dong
Thoi gian chay 5 phut
Thé tich phun 10 uL (5mg/ml, axetonitril)
May do ' 260 nm
C 3,4 phut
Thoi gian luu
C 4,5 phut

Pidu kién HPLC didu ché ddi véi cic monome C hoat tinh (NBz):

Chiralpak IB, 20 x 250mm 5u, rira gidi 6 9 ml/phat v6i 100% axetonitril. Nhiét do trong
phong va may do uv 260nm. Thoi gian luu 1a 13 va 16 phut.

G. Monome G (guanin dugc bao vé gép doi)

(’z:\fg\\%& HPLC diéu ché I[\’EJO;X <f\/\%j\ﬂ
e A Y @ *(

0 o e 0
) (R}
N . cl cl|
;Pmo\)\/N Tr ‘ :P\\.O\)\,N.Tr O\/J\/
0" 'NMe, 0" "NMe, 0 “NMe;
h&n hop déng phan khong déi quang chét déng phan rira gldi nhanh: G4
Gip chét déng phan ria gidi cham: G2

Diéu kién HPLC phan tich ddi v6i cac monome G hoat tinh (guanin dugc bao vé

ghp doi):
Cot HPLC Chiralpak IA, 4,6 x 250mm, Su
Nhiét do 35°C
Luu lugng 1,0 mL/phut
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Pha dong 70% etyl axetat / 30% metylen clorua
Gradien Diéng dong
Thoi gian chay 8 phut
Thé tich phun 10 uL (5mg/ml, etyl axetat)
May do 260 nm
Gi 3,9 phut
Thoi gian luu
G2 4,3 phut

Piéu kién HPLC didu ché ddi véi cac monome G hoat tinh (guanin dugc bao vé
gap doi):

Chiralpak IA 50 x 500mm, rira giai & 60 ml/phat véi 100% etyl axetat. Nhiét do
trong phong va may do uv 260nm. Thoi gian luu 12 20 va 24 phut.

[S6 lieu 'H-NMR déi v6i Gi (guanin duge bao vé gép doi)]

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7,76 (s, 2H), 7,50 (d, 2H, J= 9 Hz), 7,4-7,5 (m, 6
H), 7,26-7,32 (m, 6H), 7,16-7,22 (m, 3H), 7,02 (d, 2H, J= 9 Hz), 6,24 (dd, 1H, J=2 & 10
Hz), 5,61 (d, 1H, J= 12 Hz), 5,56 (d, 1H, J= 12 Hz), 4,48 (m, 1H), 4,1 (m, 2H), 3,47 (4,
1H, I= 11 Hz), 3,23 (d, 1H, J=12 Hz), 3,2 (m, 1H), 2,62 (s, 3H), 2,59 (s, 3H), 1,75 (¢, 1H,
=11 Hz), 1,57 (t, 1H, J= 12 Hz), 1,33 (s, 9H), 1,33 (t, 6H, J=7 Hz)

[S6 lidu "H-NMR di v6i Gz (guanin duge bao vé gap doi)]

'H NMR (400 MHz, CDCly) 8 7,78 (s, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,50 (d, 2H, J= 9 Hz),
7.4-7.5 (m, 6H), 7,26-7,33 (m, 6H), 7,15-7,22 (m, 3H), 7,02 (d, 2H, J= 9 Hz), 6,23 (dd,
1H, J=2 & 10 Hz), 5,61 (d, 1H, J= 12 Hz), 5,56 (d, 1H, J= 12 Hz), 4,47 (m, 1H), 4,1 (m,
2H), 3,47 (d, 1H, J= 11 Hz), 3,22 (d, 1H, J= 12 Hz), 3,2 (m, 1H), 2,64 (s, 3H), 2,60 (s,
3H), 1,75 (t, 1H, J= 11 Hz), 1,58 (t, 1H, J= 11 Hz), 1,33 (s, 9H), 1,33 (t, 6H, J= 7 Hz)

IV. Céc vi du vé phan tmg ghép PMO déc thu lap thé véi cac monome c6 hoat tinh tinh

khiét v& mit ddng phan khong dbi quang
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Céc vi du sau trinh bay vé viéc st dung phan timg ghép dédc thu lap thé @ tao ra

cac san phém dong nhét v& mit hoa hoc 1ap thé.

A. Cac monome U hoat tinh (U1 & Uz) + U-Morpholin-NH (1)

0 NS0
® 0/\ ©) O)\\
ClpeOn AN, TBDPSO. AN O AN

0, TS
0" 'NMe, Jd NMe;,
chat déng phan rira giai nhanh: U chat déng phan rira gidi nhanh: 2
chat déng phan ria giai cham: U2 chat déng phan raa gidi cham: 3

Hoa tan Uy (11 mg, 0,018 mmol, 1 duong luong, 99,0% de) trong axetonitril (0,11
ml) va tron véi diisopropyletylamin (8 pL, 0,05 mmol, 2,5 duong luong). Thém U-
morpholin-NH (hop chét 1; 14 mg, 0,030 mmol, 1,6 dwong lugng) va dung khudy am dé
hd tro cho viée hoa tan. Sau 0,5 gio khuéy, lugng nho hdn hop phan ing dugc pha loang
bang CDCI; va dugc phén tich bang 'H NMR. T4t ca phan con lai cua hdn hop phan tng
duoc pha lodng bing axetonitril (8 ml) dé phan tich HPLC va giit trong budng lanh. Xac
dinh sy tao thanh chét ddng phan 2 dic thi 1ap thé bing cach phén tich HPLC (99.,4% de).
Phuong phap néu trén cling duge dung dé ghép Uz (95,6% de) d8 tao ra chit dong phan 3
dac th 1ap thé (96,0% de).

Piéu kién HPLC phén tich d& ghép U/U:
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Cot HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, Su
Nhiét do 35°C
Luu luong 1,0 mL/phut
Pha dong 80% metanol 20% axetonitril
Gradien Diéng dong
Thoi gian chay 30 phut
Thé tich phun 10 puL (2mg/ml, axetonitril)
May do 260 nm
Ui 11,5 phut
U 21,5 phut
Thoi gian luu
2 12,0 phut
3 22,1 phut
< o San pham
chat cho dién to monome U hoat tinh ) )
(UU dinucleotit)
Ui —> 2
U morpholin-NH (99,0% de) (99,4% de)
(1) U, - 3
(95,6% de) (96,0% de)

[S6 ligu 'H-NMR dbi véi 2]

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,6 (m, 4H), 7,2-7,5 (m, 20H), 7,1-7.2 (m, 3H),
6,15 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 5,73 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 5,66 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 5,54 (d, 1H, J=
8.0 Hz), 4,40 (m, 1H), 3,93 (m, 2H), 3,81 (m, 1H), 3,70 (m, 2H), 3.41 (m, 2H), 3,40 (m,
3H), 3,11 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,78 (m, 1H), 2,56 (s, 3H; NMe), 2,54 (s, 3H; NMe), 2,48
(m, 1H), 1,47 (t, 1H, J= 11 Hz), 1,35 (t, 1H, J= 11 Hz), 1,04 (s, 9H)
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[S6 litu 'H-NMR déi véi 3]

' NMR (400 MHz, CDCls) 8 7,6 (m, 4H), 7,3-7,5 (m, 11H), 7,2-7,3 (m, 9H), 7.1
(m, 3H), 6,12 (dd, 1H, J=2,0 & 9,6 Hz), 5,71 (d, 1H, J= 8,4 Hz), 5,70 (d, 1H, J= 8,0 Hz),
547 (dd, 1H, J= 2,0 & 10,4 Hz), 4,31 (m, 1H), 3,97 (m, 1H), 3,85 (m, 1H), 3,73 (m, 2HD),
3.65 (m, 1H), 3,31 (m, 2H), 3,24 (m, 1H), 3,07 (d, 1H, J= 12 Hz), 2,68 (m, 1H), 2,65 (s,
3H; NMe), 2,62 (s, 3H; NMe), 2,26 (m, 1H), 1,45 (¢, 1H, J= 12 Hz), 1,29 (t, 1H, J= 11
Hz), 1,04 (s, 9H)

B. Monome C hoat tinh (Ci & Cz) + C-Morpholin-NH (4)

NHAc NH, NHAC
C, Sl
s
J:\ | - N/L‘o NS0
(5) NH, 1 ® o l\;
\)v N TBDPSO. )\/ pr O\/L\*"N“‘Tr
o” NMe2 | N J NMe,
N0
NHAC o’K} NH2 NHAC
S TBDPSO._ A NH N
| ( |
: 4
e ,J% A,
/H ] o
(S)
\)\/ TBDPSO. )\v Nope \)\/N\Tr
O NMez o NMez
chat déng phan rira gidi nhanh: Cq »  chat déng phan rira gidi nhanh: 6
chat déng phan rira gidi cham: Cp chat déng phan rira gidi cham: 5

C1 (20 mg, 0,031 mmol, 1 duong luong, 93,5% de) duoc hoa tan/tao huyén phu
trong THF (0,40 ml) va dugc tron véi diisopropyletylamin (12 pL, 0,069 mmol, 2,3
duong lugng). Thém morpholino-xytosin (hop chét 4; 16 mg, 0,035 mmol, 1,1 duong
lwong) hoa tan trong THF (0,20 mL). Sau 1,0-2,0 gio khudy, pha lodng lugng nho hon
hop phan ung bang axetonitril va phan tich bang LC/MS. Pha lodng lugng nho (30-50
uL) hon hop phéan tng bang diclometan (0,6 ml) dé phan tich HPLC. Xéc dinh su tao
thanh chAt ddng phan 6 ddc thi 14p thé bang céch phan tich HPLC (94,3% de). Hon hop

phan ing dugc nap truc tiép 1én cot silica gel va rira giai bang gradien pha ddng c6 0-
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15% metanol trong etyl axetat. Phuong phép néu trén cling duge dung dé ghép C/C d6i
v6i Cz (90,2% de) d& tao ra chat dong phan 5 ddc thu 1ap thé (90,0% de).

Piéu kién HPLC phan tich dé ghép C/C:

Cot HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, 5u
Nhiét do 35°C
Luu luong 1,0 mL/phut
Dung mdi A n-heptan
Pha dong
Dung mdéi B 1:1 etanol: metanol 0,1% dietylamin (DEA)
Déng dong
Gradien %A %B
50 50
Thoi gian chay , 20 phut
Thé tich phun 5 uL (3 mg/ml, diclometan)
May do 260 nm
4 5,4 phut
Thoi gian luu 5 10,5 phat
6 12,9 phut
. o . San pham
chat cho dién tu monome C hoat tinh ) )
(CC dinucleotit)
Ci — 6
C morpholin-NH (93,5% de) (94,3% de)
“4) C2 — 5
(90,2% de) (90,0% de)

[S6 liéu 'H-NMR dbi v6i 5]
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I{{ NMR (400 MHz, CDCls) 8 10,9 (br, 1H), 7,69 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7,62 (m,
SH), 7,35-7,44 (m, 13H), 7,21-7,35 (m, 6H), 7,15 (m, 4H), 6,14 (br d, 1H, J= 7,8 Hz),
5,58 (dd, 1H, J= 2,4 & 9,4 Hz), 5,53 (br, 1H), 4,51 (dd, 1H, J= 8,6 & 10 Hz), 4,09 (m,
1H), 3,70-3,80 (m, 4H), 3,60 (dd, 1H, J= 6,3 & 10 Hz), 3,56 (d, 1H, J= 11 Hz), 3,28 (m,
1H), 2,96 (d, 1H, J= 11 Hz), 2,69 (s, 3H; NMe), 2,67 (s, 3H; NMe), 2,65 (m, 1H), 2.25
(m, 1H), 2,07 (s, 3H), 1,31 (t, 1H, J= 11 Hz), 1,13 (t, 1H, J=11 Hz), 1,04 (s, 9H).

[S6 lidu 'H-NMR déi v6i 6]

'H NMR (400 MHz, CDCL) & 9,57 (br, 1H), 7,62-7,70 (m, 7H), 7,35-7,50 (m,
14H), 7,23-7,35 (m, 4H), 7,12 (m, 4H), 6,31 (m, 1H), 5,79 (m, 1H), 5,70 (m, 1H), 4,61
(m, 1H), 4,03 (m, 1H), 3,80-3,90 (m, 2H), 3,72 (m, 2H), 3,58 (m, 1H), 3,48 (m, 1H), 3,09
(m, 1H), 2,75 (m, 1H), 2,58 (s, 3H; NMe), 2,55 (s, 3H; NMe), 2,53 (m, 1H), 2,38 (m, 1H),
221 (s, 3H), 1,47 (t, 1H, J= 10 Hz), 1,22 (¢, 1H, J= 10 Hz), 1,06 (s, 9H).

C. Monome A hoat tinh (A1 & Az) + U-Morpholin-NH (1)

NHBz 0 NHBz
N N X
ap SRS,
N" N N0 NN
cl (s) 0)\ l 0 OH (R) O)\
N “o\)V’N‘Tr TBDPSO\)\/N\P,O\)\/N -
0" “NMe, (LLNH d ‘NMe,
Ay N™ "0 8
0
NHBz  TBDPSO. A _ NH o NHBz
N X . N
|y 1 Cr ey
NN | NS0 N~ N7
R) O& ) Q (s O)\’
C'\P’O\)\/N\Tr Teorso. AN o Ner
0" “NMe, d “NMe,
A, 7
chit déng phan ria gidi nhanh: Aq - (S) chat déng phan rira gidi nhanh: 8 - (R)
chét déng phan rua giai cham: A2-(R) chat déng phan rira giai cham: 7 - (S)

A1 (5,9 mg, 0,008 mmol) duogc tao huyén phi trong axetonitril (118 pL). Thém
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diisopropyletylamin (5 pL, 0,03 mmol), sau d6 thém morpholino-uraxil (hop chit 1; 4,6
mg, 0,01 mmol). Khudy 4m duge dung trong 1 phit va khudy hdn hop ddng nhét thu
duoc ¢ nhiét dd moi truong. Sau khi khudy qua dém, pha lodng hdn hop (bdt nhdo dic
mau tring) bang hdn hop axetonitril (5,0 ml) va metanol (0,30 ml) dé tao ra dung dich
trong dong nhit. Luong nho dugce phan tich tric tiép bang HPLC ma khong can pha

lodng thém.

Az (F2; 5,0 mg, 0,007 mmol) dugce tao huyén pht trong axetonitril (100 pl). Thém
diisopropyletylamin (4 ul, 0,02 mmol), sau d6 thém morpholino-uraxil (4,1 mg, 0,009
mmol). Khudy am dugc dimg trong 1 phut va khudy huyén pht dic thu dwoc ¢ nhigt do
modi treong. Sau khi khudy qua d&m, thém axetonitril (5,0 ml) vao va khudy am duoc
ding dé tao ra dung dich trong ddng nhét. Lwong nho dugc phan tich truc tiép bang
HPLC ma khéng cin pha lodng thém.

Pidu kién HPLC phén tich dé ghép U/A:

Cot HPLC Chiralpak IC, 4,6 x 250mm, Su
Nhiét do 35°C
Luu luong 1 mL/phut
Dung méi A Etyl axetat
Pha dgng
Dung méi B 1:1 etanol/metanol v&i 0,1% dietylamin
Gradien Ding dong: 98% dung méi A, 2% dung m6i B
Thoi gian chay 30 phut
Thé tich phun 5 puL (1mg/ml, axetonitril-metanol)
May do 260 nm
7 (chit dong phén S) 21,7 phut
Thoi gian luu —
8 (chat dong phan R) 24,9 phut
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. ) San pham
chat cho dién tr Monome A hoat tinh ] .
(UA dinucleotit)
Aq — 8
U morpholin-NH (97.8% de) (chét ddng phan R, 96,2% de)
1) As — 7
(98,4% de) (chit ddng phan S, 98,3% de)

D. Monome G hoat tinh (G1 & G2) + U-Morpholin-NH (1)

o
s
A
= _
__<
o
__,>_2
_4

(s) R
Clap O AN o 80PSO._A _N. ’o\)\/ .
0" “NMe, ' 6& N d NMe,
)N\ *0
0 ?j\ o)
«Nf‘T\H fo) TBDP&O\}\\VNH E I\;IH </ j\)LNH o
NN 1 NS0 N
! N /l T
G O& l ? {3)
e O AN T8DPSO._A N o\/Lv -
d" ‘NMe, o NMez
chat déng phan rira gidi nhanh: G1 chét déng phan rira gidl nhanh: 9
chét déng phan rira gidi cham: G2 chat dong phan rdra giadi cham: 10

G1 (6,5 mg, 0,009 mmol, 1 duong luong, 99,9% de) dugc hoa tan/tao huyén phu
trong THF (0,13 ml) va dugc tron véi diisopropyletylamin (3,6 ul, 0,02 mmol, 2,2
duong lugng). Morpholino-uraxil (hop chat 1; 4,7 mg, 0,010 mmol, 1,1 duong lugng)
hoa tan trong THF (0,07 mL) dugc thém vao. Sau 1,0-2,0 gio khuéy, lugng nhoé hon hop
phan ung dugc pha loang bang axetonitril va dugc phan tich bang LC/MS. Lugng nho
(100 uL) hon hgp phan tng duge pha lodng bang diclometan (0,4 ml) dé phan tich HPLC.
Xac dinh su tao thanh chét dong phan 9 dic thu 1ap thé bang cach phan tich HPLC
(99,9% de).

Didu kién HPLC phén tich dé ghép U/G:
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Cot HPLC Chiralpak IA, 4,6 x 250mm, 5u
Nhiét do 35°C
Luu lugng 1,0 mL/phut
Dung mé1 A n-heptan
Pha dong Dung moi B Etyl axetat
Dung mé6i C 1:1 etanol: metanol 0,1% dietylamin (DEA)
Ding dong
Gradien %A %B %C
: 55 40 5
Thoi gian chay 30 phut
Thé tich phun 5 uL (2 mg/ml, diclometan)
May do 260 nm
1 8,4 phut
Thot gian luu 9 14,0 phut
10 16,3 phut
chét cho dién tr monome G hoat tinh (Usézirilriilj:;tit)
U morpholin-NH G — 9
D) (99,9% de) (99,9% de)

Cac hop chét gan nhu tinh khiét vé mat dong phan khong d6i quang nhu néu trén
6 thé duoc st dung dé didu ché cac oligonucleotit tinh khiét vé mit hoa hoc 1ap thé va

cac hop chét khéac. Vi du vé cac oligonucleotit tiém nang dugc thé hién, vi dy, trong tai

liéu Summerton, J (1999). "Morpholino Antisense Oligomers: The Case for an RNase-H

Independent Structural Type.". Biochimica et Biophysica Acta 1489 (1): 141-58; va trong

tai liéu Summerton, J; Weller D. (1997). "Morpholino Antisense Oligomers: Design,
Preparation and Properties". Antisense & Nucleic Acid Drug Development 7 (3): 187-95.

Ca hai tai liéu nay dugc két hop & day dé tham khao.
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V. Vi du v& quy trinh tong hop 16-me PMO dac thu lap thé va su khéc biét clia cac chat
ddng phan lap thé bang thir nghiém ly sinh

Vi du nay trinh bay quy trinh tbng hop ma hudng dich 1a cgp 16-me PMO tinh
khiét 1ap thé thong qua ghép dac thu lap thé st dung cac monome hoat tinh. Cac PMO
nay c6 cac ma tran héa hoc lap thé trai nguoc nhau vé lién két phospho ctia chung.

Trinh tu dich:
o)
HO\/\O/\/O\/\OJ\N/\

LN, C-T-C-C-A-A-C-A-T-C-A-A-G-G-A-A
O NMez

(SEQ ID NO: 2)
Monome hoat tinh tinh khiét 1ap thé (cac don thé):

NHBz NHBz o
A <:J'ij c ﬁ\k G f /\Q T ) \[kﬁ

NHO N 70

O )ﬁ O/‘ﬁ )\( O/H
cl Ci* Cl *
N 0\)\/N~Tr \)\/ :P(O\)\/N“Tr p O\)\/N
NMez 0 NMep 0" NMe, 0 NMez
chét déng phan ria gidi nhanh: Aq chat aéng phan nra gial nhanh: C4 chat déng phan rira gidi nhanh: G4 chit ddng phén rira gldl nhanh: T4
chdt déng phan nia gldi cham: A2 chit déng phén nira gldl cham: C2 chat déng phan rira giai cham: G2 chit déng phan rira gial cham: Tz
PMO dich Monome hoat tinh tinh khiét 1ap thé st dung de ghép
Chat dong phan 1ap thé 1 As, Co, GrvaTh
Chat dong phan lap thé 2 A1, C,GevaTs

So db tdng hop 16-me PMO dac thu 1ap thé va su khac biét ctia céc chat dong
phén lap thé bang thtr nghiém ly sinh dugc thé hién trén FIG. 6. Cac chat dong phan 1ap
thé 16-me PMO 1 va chit ddng phan 1ap thé 2 dugc tao ra thu cong bang cach tong hop
pha rén trén nhya aminometylpolystyren-disulfua (téc d6 nap ~300 pmol/g, xem cong b
don M¥ s8 20090131624A1, dugc két hop & day dé tham khao) & pham vi 50 mg (trong
lrong nhya ban déu).
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Dung dich gbc dé tong hop pha rén:

4-xyanopyridin trifloaxetat (CYTFA) 2% (trong luong/thé tlch) va

Khu t rityl 0,9% etanol (thé tich/thé tich) trong 20% trifloetanol/DCM (thé
héa
tich/thé tich).
. | 5% diisopropyletylamin (thé tich/thé tich) trong 25%
Trung hoa isopropanol/DCM (thé tich/thé tich).
Chuan bi 55 mM dung dich méi trong NEM-DMI* dbi véi moi
monome hoat tinh tinh khiét lap thé (Az, Cy, Gy va T dbi véi chat
Ghép ddng phén lap thé 1; Ay, Ci, G2 va To d6i v6i chat dong phan 1ap thé

2)
* (0,11M N-etylmorpholin trong 1,3-dimetylimidazolidinon
(DMI)

Chu ky lam viéc ctia mdi lan ghép PMO:

Buéc Thé tich (ml) Thoi gian (phut)
DCM 1-2 2-5
Khr trity]l hoa S 1-2 5
Khtr trityl hod 1-2 5
Khtr trityl hoé 1-2 5
Khtr trityl hod 1-2 5
Khtr trityl hod 1-2 5
DCM 1-2 2-5
Trung hoa 1-2 2-5
Trung hoa 1-2 2-5
Trung hoa 1-2 2-5
Trung hoa 1-2 2-5
DCM 1-2 2-5
DCM 1-2 2-5
DCM 1-2 2-5
Ghép 1 >180*
DCM 1-2 2-5
Trung hoa 1-2 2-5
Trung hoa 1-2 2-5
DCM 1-2 2-5
DCM o 1-2 2-5
DCM 1-2 2-5
DCM 1-2 2-5
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* 40°C trong 3 gid ho#ic nhiét do trong phong trong 12 gio.
Giai phong khoi nhya va khir bao vé:

Thém 28% dung dich nuéc amoniac/etanol (~5 ml) theo ty 1€ 1:3 (thé tich/thé tich)

vao nhua lién két 16-me (sau khi khu trityl hod). Lam kin hon hop va gia nhiét & 45°C
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trong 20 gi¢. Sau khi [am mat dén nhiét do trong phong, loc hdn hop va rira bang metanol.

C6 dic phan loc va loc tudn hoan c6 pha lodng bang 15 mM dém trietylamoni (TEAA)
do pH 7,0. Thiét bi dugc st dung 14 Amicon Stirred Cell (50 mL) c6 mang Ultracel 1kDa
UF. Céac mau dugce loc tuén hoan ¢ pha loing bang cach pha lodng/cd dic cho dén khi
dung méi gdc giam con 1% ndng do gbc (xdp xi 5 chu ky) va sau d6 dwa vao tinh ché

HPLC diéu ché pha dao.

Phuong phap HPLC didu ché pha dao dé tinh ché PMO:

Cot HPLC Cot XBridge Prep C8 OBD, 9 x 150 mm, Spm
Nhiét do cot nhiét d0 moi truong
Luu lugng 30,0 ml/phut
Thoi gian (phut) %A %B
Ban du 85 15
Gradien
18 80 20
20 0 100
‘Dung méi A: 15mM dém trietylamoni axetat (TEAA), d6
Pha dong pH7 + 10% MeOH
Dung mdi B: axetonitril + 10% MeOH
Dung dich pha 15 mM dém TEAA
loadng
Thoi gian chay 20 phut
May do UV 260 nm
o Chét ddng phan 1ap thé 1 13,98 phut
Thoi gian luu P ;
Chat dong phan 1ap thé 2 14,03 phut
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Phuong phap LC/MS dé danh gia chat luong PMO:

Waters BEH C18 Oligo 2,1 x 50mm 130 Angstrom

Cot HPLC 1. 7um
Nhiét do cot 45°C
Luu lugng 0,3 mL/phut
Thoi gian (phut) %A %B
Ban dau 95 5
2 95 5
Gradien 20 50 50
24 50 50
24,1 95 5
30 95 5
Dung m6i A: 50 mM amoni axetat
Pha dong Dung méi B: Axetonitril/Metanol 1/1 thé tich/thé tich véi
50 mM amoni axetat
Thoi gian chay 30 phut
Thé tich phun 22;6;:; chét pha lodng: nuéc hode 10 mM trietylamin
May do UV 260 nm
Ché @6 MS/Ion Synapt G2/Phuong phap phun dién tir duong
hoa
fgi?l\?gu%z’h 30 V/4 V/2,8 kV
Nhiét d6 ngudn/ 100°C/ 4 eV (nang lugng thap) 40-70 eV (nang luong

Nang luong va
cham/Chtrc nang
MS/Phén tich

cao/phuong phap MSE/Théo cudn va khir dong vi st
dung phan mém Waters MSe Viewer

Thoti gian luu

Chét dong phén lap thé 1 10,83 phut

Chat ddng phan 1ap thé 2 10,86 phiit

Tm)

Nguyén lidu va didu kién cua phép do nhiét dd nong chay (Melting Temperature -
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ARN bb sung 5°-UUCCUUGAUGUUGGAG-3’ (SEQ ID NO. 1)
(16-me) (K§ thuat ADN két hop IDT)
10 mM natri phosphat, 100 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, dd
bém pha loang A 5 , _
pH 7,0 (diéu chinh bang axit phosphoric)
Thiét bi lam néng chay | Quang phé ké Shimadzu 2700 UV-Vis dugc trang bi mddun
bang nhiét nhiét 46 Shimadzu S-1700

May c6 déc ly tdm chan

khong

Labconco Centrivap Concentrator Model 7810015

Dung dich gdc

8 uM trong 250 pL dém mdi miu va ARN b6 sung duoc
chuin bi st dung dém pha lodng tir cac mau da cd dic va

lam khd bang cach ly tAm chan khong

Quy trinh

o Sau d6, mdi mau dugc tron v6i thé tich twong duong 8
uM ARN b6 sung

e Hon hop dugc gia nhiét dén 95°C va sau d6 dugc lam
mat xudng 25°C dé nung trude khi do Tm.

o Tién hanh phan tich Tm (UV 260 nm) & nhiét do tir 25°C
dén 105°C & 0,5°C/phut (v6i nhiét do try lai diu kién
ban diu sau mdi lan chay chuong trinh) va sau d6 lap lai
trong cing didu kién.

‘o St dung phin mém phan tich Tm (Shimadzu) dé tinh Tm

st dung ham “trung trinh”.

Tém tét dic trung nhiét néng chay ctia phic ciia cac PMO riéng bigt vé mat hoa

hoc 1ap thé cé cac ARN bo sung:

D6 tinh khiét o

LC/MS (% dién tich) Tm (°C)
Chét ddng phan lap thé 1 97,6 62,8
Chét ddng phan lap thé 2 94,2 57,2
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Nhiét d6 néng chay cia cac chét ddng phan lap thé 1 va 2 duge thé hién trén FIG.
7. Dya vao nhiét dd nong chay khac nhau, c¢6 thé két luan dugc lugng riéng ré& cac chét

dodng phén lap thé gan nhu tinh khiét duoc tao ra.

VI Vi du v& quy trinh téng hop dic thi 1ap thé va sy phén chia héa hoc 18p thé tuyét dbi
ctia PMO dinucleotit tinh khiét 1ap thé Hop chat 100 (5°-TA2-3")

y o NHBz o h{iBz
L] Me
o ¢ !NJ o </NIN/)

DIPEA
0 + o e 0 o)
TBDPSO._ A _NH cl O\)\/N\Tr axetonitril TBDPSO\)\/N\ O AN

0" “NMe, d’ “NMe,
T-morpholin-NH (1) Az (chat d6ng phan rifa giai cham) 2 (5-TAp-3' dugc bdo v& hoan toan)

Monome A hoat tinh rira giai chdm (Az; 200 mg, 0,277 mmol, 1 duong lugng)
dugc hoa tan trong hon hop chira axetonitril (2,0 ml) va DIPEA (0,12 ml, 0,69 mmol, 2,5
duong lwong). Sau d6, thém T-morpholin-NH (hop chit 1; 146 mg, 0,305 mmol, 1,1
duong lugng) va dung khudy 4m cho huyén phu thu duge trong vai phit cho dén khi thu
duge dung dich trong. Hon hop phan tng duge khudy & nhiét do trong phong qua dém.
Khi quan sat bang LC/MS thiy phan tmg da hoan thanh, hén hop duoc co dic va duge
dwa vao sic ky cot (3% metanol trong DCM, Biotage SnapUltra 10g SiOz). Gom cac
phan doan san phém sach va cd didc trong chan khong dé tao ra 5°-TA-3’ dinucleotit 2
tinh khiét lap thé duoc bao vé hoan toan dudi dang chit rin mau tréng (240 mg, 0,206

mmol, hiéu suit 74%).

0 NHBz 9 NHBz o NH,
Me Me Me
NH NH N
C «f) 1SS ey
N~ 0 N"0 N"N N“ 0
AcOH 1M NaOH chira nieéc /]\’
TBOPSO AN, , o\/k/N o TTE TeoRso N. o\)\, NH  MeOH-THF Ho\)\,N o\)\/NH
o NMaz O NMez O NMez
2 (5-TA2-3' dugc bao vé hoan toan) 3 (5-TA-3' dugc bao vé mot phén) Hep chét 100

(5'-TA2-3' khir bdo vé hoan toan)

cAu hinh tuyét dbi ctia phospho dwec xac
dinh béi tia X tinh thé don

Trong binh phan tng thé tich 25 ml, thém 2,2,2-trifloetanol (TFE; 4,0 ml) va axit
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axetic (1,0 ml) vao dinucleotit 2 dugc bao vé hoan toan (500 mg, 0,429 mmol) & nhi€t do

trong phong. Khudy hdn hop thu duge & nhiét do trong phong va quan sat bang LC/MS.

42/64

Sau 30 phut, 1am lanh dot ngdt phan tng bang dung dich nugc NaHCO; bao hoa va DCM.

Hai 16p dugc tach va 1ép nude duge chiét lai. Gom tit ca cac 16p hitu co, rira bang nude
mudi ntra bdo hoa, lam kho bang Na,SO4 khan, loc va c6 dic dé tao ra san phém thd dudi
dang bot mau trang. Tinh ché san pham thd bang sic ky cdt (20% MeOH trong axeton,
hop Biotage Snap Ultra 25g SiO2) dé tao ra dinucleotit 3 dugc bao vé mot phﬁn dudi
dang chét rén trong sudt (300 mg, 0,325 mmol, hiéu sudt 76%).

Dinucleotit 3 dugc bao vé mot phén (250 mg, 0,271 mmol) dugc hoa tan trong
hén hop gdm metanol (12,5 ml) va THF (12,5 mL) va dugc xu Iy bang NaOH 1M (10,8
ml) & nhiét do trong phong. Sau khi khudy & nhiét d6 trong phong trong 22 gio (quan sat
qué trinh nay bing LC/MS), hén hop duge trung hoa bang HCI 1M (10,8 mL) dé didu
chinh d6 pH bang 8 va sau d6 ¢6 dic trong chan khong dén kho. Hoa tan phin cin trong
nuée (5 mL) va rira bang EtOAc (5 mL). C6 dac 16p nude trong chan khong dén kho dé
tao ra san phim tho dudi dang chét rén mau trang (480 mg). Tinh ché san phim tho bang
sac ky theo loai trir kich thude (Sephadex® LH-20, MeOH/nuéc theo ty 1€ 4:1) dé tao ra
dinucleotit khir bio vé hoan toan Hop chat 100 dudi dang chét rén mau tring (137 mg,

0,236 mmol, hiéu suat 87%).

Mot giot dung dich nuéc chita Hop chat 100 (200 mg/ml) duge bao kin bang
nude tinh khiét trong 16 trong mot ngay dé phat trién thanh tinh thé don. Céu truc tia X
ciia tinh thé don xac dinh cAu hinh tuyét ddi cua lién két phospho la S. Cau tric tia X
dugc thé hién trén so dd ORTEP trén FIG. 8. So 46 ORTEP gém cac doan riéng ré€ dugc
thé hién trén FIG. 9A va FIG. 9B. Thu dugc s6 litu tia X nhu néu dudi day.

Thu thap s6 liéu

Tinh thé don cia Hep chat 100 (CopH33N10O7P) dwoc dit trén soi thuy tinh.
Tét ca cac phép do duoc thuc hién trén nhifu xa ké s dung bic xa Cu-Ko graphit

monocrom hoa.
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Hing s6 6 va ma tran dinh hudng dé thu thap sb liéu, thu dugc tir phuong phap
sang loc binh phuong tdi thiéu str dung goc léch ctia 36473 phan xa dinh tdm nim trong

khoang 7,75 <20 < 147,100 twong tng v&i 6 don nghiéng tdm C c6 kich thudc:

a= 33,3523(2) A

b= 13,80020(11) A B = 96,8075(6)°
c= 14,19956(10) A

V = 6489,53(8) A3

Pbi véi Z = 4 va F.W. = 580,54, mit d6 theo tinh toan la 0,594 g/cm3. Dua vao
diéu kién phan xa:
hkl: h+k =2n

nghién ctru didu kién dong goi, phan tich thong ké sy phan bo cudng do, va giai mé va

sang loc cAu tric thanh cong, nhém khong gian duoc xac dinh la:
C2 (#5)

S8 liéu thu duoc & nhidt do 23 + 10C sir dung k¥ thuat quét -20 dén gié tri 20 t6i
da la 147,70. Quét omega mot s6 phan xa cuong d6 khac nhau, truéc khi thu thap sb liéu,
c¢6 chiu rong trung binh & nira chiéu cao tai 0,000 véi géc hing bang 6,00. Tién hanh

quét (0,00 + 0,00 tan 6)° & tdc d6 0,00/phit (theo m).
Rat gon sb lidu

Thu dugc 50795 phan xa, trong d6 12008 phan xa l1a don nhét (Rint = 0,0453). S6
lieu duge thu gom va xtt Iy bang céch st dung CrysAlisPro (Rigaku Oxford Diffraction).
(CrysAlisPro: Phan mém thu thdp va x 1y s lidu, Rigaku Corporation (2015). Tokyo
196-8666, Japan). Khong ap dung hiéu chinh suy giam.

Hé sb hép thy tuyén tinh, p, d6i véi be xa Cu-Ka 12 6,011 em’. Ap dung hiéu
chinh hép thu thuc nghiém dan dén hé sd truyén ndm trong khoang tir 0,341 dén 1,000.
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S4 liéu dugc higu chinh vé hiéu qua Lorentz va phan cuc hoa.
Giai ma cau trac va sang loc

Céu tric duge giai ma bing cac phuong phép truc tiép (SHELXT Version 2014/5:
Sheldrick, G. M. (2014). Acta Cryst. A70, C1437) va dugc phét trién bang céch st dung
k§ thust Fourier. Céc nguyén t khong phai hydro duge loc khong dang huong. Céc
nguyén tit hydro dugc loc sir dung m6 hinh ddy. Chu ky cudi ctia quy trinh sang loc binh
phuong t6i thiéu toan bo ma trn (sir dung ham binh phwong t6i thiéu duoc ti gian hoa:
(SHELXL Version 2014/7); Zw(Fo2-F)?* trong d6 w = trong lugng binh phuong t61
thiéu) trén F2 duge dya trén 12008 phan xa quan sat thiy va 849 thong s6 bién ddi va
dong quy (sy thay dbi thong s6 16n nhit 12 0,00 14n) v6i cac hé s6 thoa thuén khong trong

lugng va co trong luong la:
R1 =3 |[Fo| - [Fe||/  [Fo| = 0,0522
WR2 = [ Z (w (Fo2 - Fc2)2 )/ = w(Fo2)211/2 = 0,1632

Su phu hop 1a 1,45. Sy phu hop dwge xac dinh la: [Zw(Fo02-Fc2)2/(No-Nv)]2,

trong d6: N, = s0 lan quan sat va Nv = so bien.

Pon vi trong luong duge st dung. Cac dinh cuc dai va cuc tidu trén dd thi vi sai
Fourier cudi ciing 1n luot twong g véi 1,79 va -0,69 e”/A3. Thong sé Flack cudi cing
1a 0,029(7), cho thay céuvtn’lc nay la cdp d6i nghich dao. (Parsons, S. and Flack, H.
(2004), Acta Cryst. A60, s61; Flack, H.D. and Bernardinelli (2000), J. 4ppl. Cryst. 33,
114-1148).

Hé sb tan xa nguyén tir trung hoa duoc ldy tr Bang tinh thé hoc qudc té
(International Tables for Crystallography) (IT), Vol. C, Table 6.1.1.4. (International
Tables for Crystallography, Vol.C (1992). Ed. A.J.C. Wilson, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Netherlands, Table 6.1.1.4, pp. 572). Tac dung phén tan khong c6
quy tic dugc bao gdm trong tai liéu Feale (Ibers, J. A. & Hamilton, W. C.; Acta
Crystallogr., 17, 781 (1964)); cac gia tri d6i v6i Af va Af' 1a cac gia tri cia Creagh va
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McAuley. (Creagh, D. C. & McAuley, W.J.; "International Tables for Crystallography",
Vol C, (A.J.C. Wilson, ed.), Kluwer Academic Publishers, Boston, Table 4.2.6.8, pages
219-222 (1992)). Céc gia tri dbi v6i hé s6 giam khoi lugng 1a cac gid tri cia Creagh va
Hubbell. (Creagh, D. C. & Hubbell, J.H..; "International Tables for Crystallography", Vol
C, (A.J.C. Wilson, ed.), Kluwer Academic Publishers, Boston, Table 4.2.4.3, cac trang
200-206 (1992)). Thuc hién céc tinh toan sit dung géi phin mém tinh thé hoc
CrystalStructure trir phuong phap sang loc, ma duogc thyc hién bing cach st dung
SHELXL Version 2014/7. (CrystalStructure 4.2: Crystal Structure Analysis Package,
Rigaku Corporation (2000-2015). Tokyo 196-8666, Japan; SHELXL Version 2014/7:
Sheldrick, G. M. (2008). Acta Cryst. A64, 112-122).

S6 liéu tinh the, phép do cudng dd, va giai mé cau tric va sang loc dugc the hién

nhu sau:

A. S6 lidu tinh thé
Cong thtrc thyc nghiém CyoH33N10O07P
Trong lugng 580,54
Mau tinh thé, dang tinh thé khong, khong
Kich thuéc tinh thé khong mo ta
Hé tinh thé : don nghiéng
Kiéu ludi tam C

S phan xa sir dung dé xac dinh 6 co s6

(khoang 20) 36473 (7,7 - 147,10)
Chiéu rong dinh quét omega

& nira chiéu cao 0,000

Thoéng sb ludi a=33,35232) A

b=13,80020(11) A
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Nhém khong gian
Giatri Z

Dtinh toan

Fooo

pu(CuKa)

Nhiéu xa ké

Burc xa

Go6c hting

Do mo ciia may do

Khoang cach tir tinh thé dén may do
Nhiét do

Loai quét

Tbc a6 quét

Chiéu rong quét

20t4i da

51496

¢ =14,19956(10) A
B =96,8075(6) ©

V =6489,53(8) A3

C2 (#5)

4

0,594 g/cm3
1224,00

6,011 cm-1

B. Do cuong d6

46

CuKo (A=1,54187 A)

graphit monocrom héa

2,8°

2,0 - 2,5 mm theo chiéu ngang

2,0 mm theo chiéu doc

21 mm

23,00C

®-26

0,09/phut (theo loai ®) (dén 0 1an quét)
(0,00 + 0,00 tan 6)°

147,70
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S6 phan xa do dugc

Hiéu chinh

Tbng: 50795
Don nhit: 12008 (Rijnt = 0,0453)

Thuong s6 Parsons (Flack x thong sb):

4813
Lorentz-phan cyc hda
Hép thu

(hé sb truyén: 0,341 - 1,000)

C. Giai mé cau truc va sang loc

Giai ma cau trac
Sang loc

Ham t0i gian hda

Trong lugng binh phuong t6i thiéu

Diém ngit 204i da

Su phan tan khong c6 quy téc

Sé lugng quan sét thay (T4t ca phan xa)
S6 bién

Ty 18 phan xa/thong sb

Phan du: R1 (I>2,005(I))

Phan du: R (T4t ca phan xa)

47

Cac phuong phép truc tiép (SHELXT
Version 2014/5)

Binh phuong ti thiéu toan bd ma tran

trén F2
IR (]Fo2 - Fc2)2
w = 1/ [ 62(Fo2) + (0,1000 - P)2
+0,0000 - P ]
trong do P = (Max(Foz,O) +2Fc2)/3
147,70
TAt ca cac nguyén tir khdng phéi hydro
12008
849
14,14
0,0522

0,0534
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Phan du: wR2 (T4t ca phan xa) 0,1632

Chi sé pht hop 1,450

Théng sb Flack (Thuong sé Parsons = 4813)  0,029(7)

Thay @bi/18i cuc dai trong chu ky cudi cing 0,001

Pinh cuc dai trong dd thi nhiu xa cudi cing 1,79 e/A3

Dinh cuc tiéu trong d thi nhiéu xa cudi cung  -0,69 e-/A3
[S6 lieu 'H-NMR dbi v6i hop chét 100]

'H NMR (400 MHz, D20) & 8,25 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 7,40 (s, 1H), 5,85 (d, 1H),
5.45 (d, 1H), 4,25 (m, 2H), 4,05 (m, 1H), 3,85 (m, 1H), 3,6 (m, 2H), 3,4 (m, 4H), 2,90 (m,
4H), 2,60 (d, 6H), 1,8 (s, 3H).

Tét ca cAc tai lidu néu trong don nay dugc két hop @& tham khao. Néu c6 bat ky su

sai khac nao gitra tai liéu duge ket hop va tai liéu nay thi dung tai liéu nay lam chuan.
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chit gan nhu tinh khiét vé mat dong phan khong d6i quang dugc chon tir nhém
bao gdm hop chat c6 cong thire 20, hop chit c6 cong thic 21, hop chat c6 cong thie 22,
hop chét c6 cong thirc 23,. hop chét c6 cong thire 24, hop chit c6 cong thirc 25, hop chit
c6 cong thire 26, hop chét c6 cong thie 27, hop chét c6 cong thire 28, hop chét c6 cong

thirc 29, hop chat c6 cong thirc 30, va hop chét c6 cong thire 31,

Hop chat Cong thurc #

o 20

N™ O 21

O 22
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/)
z

23
o)\

N 24
o)\

7S
d *NRiR,
NHRs
N
N
</N »
N 25
o)\
Cl\ ‘O\)\/N\R
" NR{R, :
0
P
N~ >N” > NHRq 26
o)\
Ch\ \‘O\/l\/N\R
J” *NR(R, :
0
NfJ\NH
¢
N N/)\NHR6 57

C‘xp,o\)\/N\R3

J” “NR{R,
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O 28
o/l\,

o 29
o)\

N
0" NR4R,
ORg
N B
T
—
N NHRg 30

o]

A

Cl \P\\O\)\/N "R,

N
O NR4R,
ORg
N N
N
<
N /)\
N NHRg 31
@)
ClZRfO\)\/N\Rs
0" NR4R,

trong d6 R1 va Rz co thé 1a giéng hodc khac nhau, va duge chon tir nhom bao gém
-H, C1-Cs alkyl dugc thé tuy ¥, phenyl duge thé ty ¥, naphtyl duogc thé tuy v, hodc, véi
nito ma ching gén két, tao thanh di vong dugc thé tiy ¥, ma c6 thé 13, vi du, pyrolidin,

piperazin, va morpholin;

trong d6 R3 dugc chon tir nhém bao gém trityl (Tr), ma co thé 1a trityl duoc thé,

bao gdm nhung khong gi¢i han &, MMTr (p-metoxyphenyldiphenylmetyl); benzyl dugc
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thé tiy y, 4-metoxybenzyl (PMB, MPM), 3,4-dimetoxybenzyl, diphenylmetyl (Dpm), 4-

metoxybenzyl, va sulfonyl;

Rs, Rs, va Re duoc chon tir nhém bao gdm -H, —C(O)R7, va —C(O)ORy, trong d6
R7 duoc chon tir nhom bao gém C1-C6 alkyl, benzyl, 2,2,2-tricloetyl, va aryl dugc chon
tir phenyl, 4-metoxy phenyl, 4-bromophenyl, va 4-nitrophenyl;

Ro duoc chon tr nhém bao gdém alkyl duge thé tiy ¥, xyanoetyl, axyl, carbonat,

carbamat, benzyl dugc thé tily ¥, 4-pivaloyloxy benzyl, va silyl,

va céc chat ddng phan dbi anh cta chiing; trong d6 gan nhu tinh khiét vé mat dong
phan khong dbi quang 12 n6i dén chit ddng phan khong ddi quang ma lugng du dong

phan khéng ddi quang bang hoic 16n hon 87%.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 sulfonyl 1a sulfonyl c6 thé tach ra dugce chon tir nhém

bao gdm 2-nitrobenzensulfonyl, 4-nitrobenzensulfonyl, va 2,4-dinitrobenzensulfonyl.

3. Phuong phép diéu ché oligonucleotit tinh khiét v& mat hoa hoc 1ap thé, phuong phap
nay bao gdm budc phan tng cua cac hop chit gin nhu tinh khiét vé mat dong phan

khong dbi quang theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 2.

4. Ché phdm gin nhu tinh khiét v& mat dong phan khong dbi quang chtra hop chit gan
nhu tinh khiét v& mit ddng phan khong ddi quang theo diém bét ky trong s6 céc diém tir
1 dén 2.
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