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Patentkrav

1. Fremgangsmate for syntetisering av et polynukleotid som har minst to

nukleosiddelenheter forbundet med en N3'-P5'-oksofosforamidat- eller N3'—P5'-

tiofosforamidat-inter-delenhetsbinding, fremgangsmaten omfattende trinnene:
(a) @ avbeskytte den beskyttede 3'-aminogruppen til et terminalt nukleosid
festet til en fastfasebaerer, idet avbeskyttelsen danner en fri 3'-aminogruppe;
(b) & bringe den frie 3'-aminogruppen i kontakt med en 3'-beskyttet amino-
dinukleotidfosforamidat-5'-fosforamidittdimer i naervaeret av en nukleofil
katalysator for & danne en internukleosid-N3'—P5'-fosforamidittbinding; og
(c) & oksidere bindingen for & fremstille en N3'—P5'-oksofosforamidat- eller

N3'—P5'-tiofosforamidat-inter-delenhetsbinding.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori oksidering av bindingen omfatter
sulfurisering for @ fremstille en tiofosforamidatbinding eller oksidering av bindingen

fremstiller en oksofosforamidatbinding.

3. Fremgangsmaten ifslge krav 1, hvori den 3'-beskyttede amino-

dinukleotidfosforamidat-5'-fosforamidittdimeren har formelen:
<N{

(0]
NC

Ph Ph

Ph
hvori X er O eller S og B! og B? hver uavhengig er et purin, et beskyttet purin, et

pyrimidin eller et beskyttet pyrimidin, eller en analog derav.
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4. Fremgangsmaten ifglge krav 3, hvori B! og B2 er hver uavhengig valgt fra beskyttet

adenin, beskyttet cytosin, beskyttet guanin, tymin og uracil.

5. Fremgangsmaten ifglge krav 4, hvori B! og B2 er hver uavhengig valgt fra A(Bz),
A(DMF), C(Bz), G(isobutyryl), T og U.

6. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 3-5, hvori X er S.

7. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvori polynukleotidet

har formelen:

— — B
Z—L—0 o
3
HN\R X
7
7\ B
RO O o
n
R R3
hvori:

hver B er uavhengig et purin, et beskyttet purin, et pyrimidin eller et beskyttet
pyrimidin, eller en analog derav;

hver X er uavhengig oksygen eller svovel;

hver R3 er hydrogen, fluor eller hydroksyl, et alkoksy, et substituert alkoksy
eller et beskyttet hydroksyl;

L er et valgfritt bindeledd;

Z er H, et lipid, en stgtte, en baerer, et oligonukleotid, en PEG, et polypeptid,
en detekterbar markgr eller et merke;

R® er amino, hydroksyl, et beskyttet amino, et beskyttet hydroksy, -O-L-Z
eller -NH-L-Z;

R er hydrogen, et alkyl, et substituert alkyl, et aryl, et substituert aryl eller en
fosfatbeskyttende gruppe; og

n er et heltall pa 1 til 1000; eller et salt derav;

og fremgangsmaten omfatter trinnene:

(a) @ avbeskytte en beskyttet 3'-aminogruppe av et terminalt nukleosid festet

til en fastfasebaerer, idet avbeskyttelsen danner en fri 3'-aminogruppe;
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(b) & reagere den frie 3'-aminogruppen med en 3'-beskyttet amino-
dinukleotidfosforamidat-5'-fosforamidittdimer i naervaeret av en nukleofil
katalysator for @ danne en internukleosid N3'—P5'-fosforamidittbinding;

(c) a oksidere bindingen; og

(d) a gjenta trinn (a) til (c) inntil polynukleotidet er syntetisert.

8. Fremgangsmaten ifglge krav 7, hvori N3'-P5'-oksofosforamidat- eller N3'-P5'-
tiofosforamidat-inter-delenhetsbindingen er en N3'-P5'-tiofosforamidat-inter-
delenhetsbinding som har strukturen:

3'-NH-P(S)(OR)-0-5'
hvori R er valgt fra gruppen som bestar av hydrogen, et alkyl, et substituert alkyl, et

aryl, et substituert aryl og en fosfatbeskyttende gruppe, eller et salt derav.

9. Fremgangsmaten ifglge krav 8, hvori polynukleotidet omfatter sekvensen
TAGGGTTAGACAA og alle internukleotid-inter-delenhetsbindingene til
TAGGGTTAGACAA-sekvensen er N3'— P5'-fosforamidatinter-

delenhetsbindinger.

10. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 7-9, hvori

polynukleotidet har strukturen:

0
H OH I -
N Ao —k=0 o
S SH
N|H
0=b—sH
o A
L
N|H
O=F-sH
o—lananpanpsTnpsTnpsAnpanpsAnpanpsAnps] | o A

NH;,
eller et salt derav;

hvori «nps» representerer en tiofosforamidatbinding -NH-P(=0)(SH)-0-, som
forbinder 3'-karbonet til ett nukleosid til 5'-karbonet til det tilstgtende nukleosidet.

11. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 7-10, hvori

polynukleotidet har strukturen:
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4
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SN
NH
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NH,
oo Sy
S=P-0— _o NN
o % 7 NH;
R aW
§=P-0— o NTN*
A
X+
NH, | (M),

hvori hver M** er uavhengig hydrogen eller et motion av et farmasgytisk akseptabelt

salt, hver x er uavhengig 1, 2 eller 3 og n er et heltall fra 5 til 13.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori polynukleotidet har strukturen:



HN by
§=P-0— o N0
r NH,
Na
NH (,N SN
J

$=P-0
: © NH,
Na Hllq </N ‘\j\]
$=P-0 N=~N
S o NH,
w o ()
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W
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i ? 2
Na I}IH (’N -.)N
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A
Na*

13. Dinukleotidtiofosforamidatforbindelse beskrevet av formel (II):
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NH H

R12

Formel (II)

hvori:

B! og B? er hver uavhengig et purin, et beskyttet purin, et pyrimidin eller et

beskyttet pyrimidin, eller en analog derav;

R!! er en fosforamidittgruppe; og

R'2 og R'3 er hver uavhengig en beskyttende gruppe; eller et salt derav.

14. Forbindelsen ifglge krav 13, hvori B! og B? er hver uavhengig valgt fra beskyttet

adenin, beskyttet cytosin, beskyttet guanin, tymin og uracil.

15. Forbindelsen ifelge krav 14, hvori B! og B? er hver uavhengig valgt fra A(Bz),

A(DMF), C(Bz), G(isobutyryl), T og U.

16. Forbindelsen ifglge krav 15, hvori:

Bl
Bl

er A(Bz) eller A(DMF) og B? er A(Bz) eller A(DMF);

er A(Bz) eller A(DMF) og B? er C(Bz);

er A(Bz) eller A(DMF) og B? er G(isobutyryl);
er A(Bz) eller A(DMF) og B2 er T;

er A(Bz) eller A(DMF) og B2 er U;

er C(Bz) og B2 er A(Bz) eller A(DMF);

er C(Bz) og B2 er C(Bz);

er C(Bz) og B2 er G(isobutyryl);

er C(Bz) ogB?erT;

er C(Bz) og B2 er U;

er G(isobutyryl) og B? er A(Bz) eller A(DMF);
er G(isobutyryl) og B? er C(Bz);

er G(isobutyryl) og B2 er G(isobutyryl);
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Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl

er G(isobutyryl) og B2 er T;

er G(isobutyryl) og B2 er U;

er T eller U og B? er A(Bz) eller A(DMF);
er T eller U og B? er C(Bz);

er T eller U og B2 er G(isobutyryl);

er T eller U og B? er T; eller

er T eller U og B2 er U.
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