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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 1(1), 65-80 (1982) 

ETUDE DES PARAMETRES EXPERIMENTAUX INFLUENCANT 
LA FORMATION DE LA LIAISON PHOSPHOTRIESTER ACTIVEE PAR LE BOP. 

APPLICATION EN SYNTHESE OL IGODESOXYRIBONUCLEOTIDIQUE. 

D. Molko, A. Guy e t  R. Teoule,  

L a b o r a t o i  r e s  de Chimie, D e p a r t m e n t  de Recherche Fondamental,e, 

85 X, F.38041 GRENOBLE CEDEX, France. 
Centre d ' Etudes Nuc lea i  r e s  de Grenabl e , 

A b s t r a c t  : The optimum c o n d i t i o n s  f o r  t h e  use o f  BOP as t h e  condens- 
i n g  reagent  i n  o l  i g o n u c l e o t i d e  s y n t h e s i s  have been determinated.  They 
were a p p l i e d  t o  a r a p i d  p r e p a r a t i o n  o f  an undecanucleoside 
decaphosphate. 

INTRODUCTION. 

La synthese des o l i g o n u c l e o t i d e s  pa r  l a  methode des phospho- 
t r i e s t e r s  a connu un developpement c o n s i d e r a b l e  ces d e r n i e r e s  annees. 

E l l e  f a i t  t r e s  souvent appel a des synthons n u c l e o t i d i q u e s  possedant 
en p o s i t i o n  5 '  un groupement l a b i l e  en m i l i e u  a c i d e  e t  en p o s i t i o n  3 '  
un qroupement phosphate d i e s t e r  1-6. La j o n c t i o n  d ' u n  compose de ce 

t ype  avec un nuc leos ide  possedant l ' h y d r o x y l e  en 5 '  l i b r e  e s t  
generalement e f f e c t u e e  pa r  un agent de condensat ion de t y p e  
a r y l s u l f o n y l e  a z o l e  7-12. Recemment, un nouveau t y p e  de r e a c t i f  

capable de c r 6 e r  l a  l i a i s o n  p h o s p h o t r i e s t e r  a e t e  developpe dans 
n o t r e  l a b o r a t o i r e  : il s ' a g i t  des s e l s  de phosphonium de l ' h y d r o x y -  

b e n z o t r i a z o l  e 
Ces composes prGsentent  l ' a v a n t a g e  d ' P t r e  t r e s  s t a b l e s  e t  de 

donner l i e u  a t r e s  peu de r e a c t i o n s  p a r a s i t e s .  Cependant, ces agents 
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66 MOLKO, G U Y ,  ET TEOULE 

de condensation sont caracterises par des temps de reaction tres 
longs, ce qui est un obstacle ti leur utilisation intensive en chimie 
des oligonucleotides. Un moyen simple de jouer sur la vitesse de 
reaction est d'augmenter soit la concentration des reactifs, soit 
d'elever la temperature. C'est pourquoi nous avons decide d'etudier 
en detail les parametres influencant le rendement en phosphate 
triester obtenu ii partir d'un mononucleoside monophosphate diester et 
d'un nucleoside 5' OH libre afin d'optimiser l'utilisation du BOP 
comme agent de condensation. 

d'un undecanucleoside decaphosphate util isable pour 1 'etude des meca- 
nismes de "splicing". 

Nous avons ensuite applique ces resultats la synthese rapide 

ETUDE DES DIFFERENTS PARAMETRES INFLUENCANT LE RENDEMENT DE LA 
FORNATION DE LA LIAISON PHOSPHOTRIESTER AVEC LE BOP. 

Pour realiser ce travail, un modele simple a ete choisi : la 
formation du dinucleoside monophosphate protege de la thymidine. Les 
groupenents protecteurs que nous avons employes sont : le groupement 
trityle pour masquer la fonction hydroxyle en position 5' du monomere 
- 1 (Figure 1) et le groupement benzoyle en position 3 '  du nucleoside 
- 2. La stabilite de ces groupements permet d'eviter des reactions 

1 - 2 BOP - 
l= lri lyle br D benzoyle C l b  I chloro-4 phdnyle 

FIG. 1 
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SYNTHESE OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDIQUE 67 

parasites telles que la deprotection de l'hydroxyle en 5' ou la for- 
mation d'une liaison phosphotriester 3',3' entre - 1 et - 2 . 

Pour calculer le rendement de cette reaction, i l  a ete procede i3 
1 'integration des aires des pics des composes 2 et 3 sur le diagramme 
analytique de HPLC des differents melanges reactionnels bruts. 

15 

1,2 equivalents de mononucleoside monophosphate 1 sont condenses 
avec 1 equivalent de nucleoside 2 en presence de 4 equivalents de 
BOP. La reaction est effectuee ii quatre temperatures differentes : 

2O"C, 40"C, 60°C et 80°C. Des parties aliquotes sont prelevees au 
bout de 15 mn, 30 mn, 60 mn, 2 heures, 4 heures et 8 heures. Les 
courbes de la Figure 2 representent l'evolution du rendement des 
reactions avec le temps. 

L'examen de ces courbes r@vGle que l'elevation de la temperature 
augmente consid@rablement la vitesse de reaction. L'equil ibre est 
atteint en 1 heure i3 80°C. Nous avons egalement examine nos 
echantillons par CCM et n'avons constate une degradation des reactifs 
ou produits qu'apres quatre heures de reaction d 80°C. 

A 20°C - o 40°C - t 60°C - 0 8OoC 

FIG. 2 : Rendement de la condensation entre 1 e t z  avec 4 eq. de BOP en 
fonction du temps et de la temperature. 
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68 MOLKO, G U Y ,  ET T E O U L E  

La reaction effectuee a 20°C a t t e i n t  95% de rendement au  b o u t  de 
16 heures e t  e s t  complete aprPs 3 jours.  

1 , 2  equivalents de d ies te r  1 e t  de nucleoside entrant  - 2 sont 
condenses a 20°C en presence de respectivement 2 ,  4 e t  8 equivalents 
de BOP. La Figure 3 indique les  courbes obtenues. 

I 1  apparait  que l e  maximum d'efficacit .6 e s t  a t t e i n t  avec 4 
equivalents de B O P  e t  que l'augmentation a p a r t i r  de CF! seuil  de l a  
quantite d 'aaent de condensation dans l e  cas de l a  synthese de ce 
dinucleotide ne modifie presque pas l a  vi tesse  de reaction. Pour l a  
synthese effectuee avec 2 equivalents,  l a  reaction e s t  quant i ta t ive 
au  b o u t  de t r o i s  jours.  

Nous avons effectue une experience en presence de seulement 0 , 5  
Gquivalent de B C P .  Nous avons pu observer que l e  rendenient plafonne 
a 40%, ce q u i  montre que l e  BOP e s t  u n  reac t i f  qui se consomme. Ceci 
tendrai t  a montrer que la  reaction necessite u n  equivalent de BOP p a r  
mole de nucleotide. Ces resu l ta t s  sont  en accord avec l e s  phenomenes 

loo- 

/----- 

/ 

2h 4h 6h 16h 
r2 &quivalonto - P 2 dquivalents - 0 8 &quivalents dt BOP 

FIG.3 : Influence de la  q u a n t i t e  de BOP sur  l e  renderrlent de la  
condensation effectuee a 20°C. 
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SYNTHESE OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDIQUE 69 

observes par 31P RMN qui mettent en evidence l a  presence d'hexamethyl 
phosphorotriamide comme sous-produit d u  BOP. 

De maniere quasi generale 16-19, lorsque l e s  syntheses 
d'oligonucleotides sont effectuees i par t i r  de synthons comportant 
deux ou t r o i s  bases, i l  e s t  u t i l i s e  u n  ex& de nucleotide - 3 '  
phosphate protege en position 5 '  par rappor t  au derive 5 '  hydroxyle 
l i b re ,  a f in  de consommer totalement ce dernier r eac t i f .  I1 en resul te  
une siniplification des cperations de purif icat ion,  parce qu ' i l  e s t  
souvent malaise d '@liminer 1 'excedent de nucleoside entrant 
renfermant u n  hydroxyl e 1 i bre. 

sence de 4 equivaqents de BOP ( p o u r  1 equivalent de _ 2 )  avec des 
rapports stoechiometriques _ -  1 /2  de 1 - 1 , 2  - 1,5 e t  2.  Les resu l ta t s  
obtenus sont port& dans l a  f igure 4.  

L'examen de ces courbes montre q u ' a  p a r t i r  de 1,5 equivalent de 
- 1 la  reaction e s t  complete en quatre heures 40°C. Cependant, i l  

Nous avons rea l i se  la  condensation ii 40°C entre  _1 e t  _ 2 en pre- 

Equivalents de L 1 

I, :1,0 
+ :1,2 
0 : 1,5 
0 :2,0 

lh 2h 4h 6h 8h 

FIG.4 : Influence d u  rapport  stoechiom6trique L/L sur  l e  rendement 
de l a  formation de _ 3 .  
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70 MOLKO, GUY, ET TEOULE 

apparait que, ti 1 , 2  equivalent de - 1, l e  temps de reaction e s t  long ( 6  
heures). 

I1 semblerait donc qu'une temperature de 50°C, u n  rappor t  
stoechiometrique 4/1,5/1 pour les  rGactifs BOP/L/2 e t  u n  temps de 
reaction de 3 heures permettent de real iser  des syntheses en phase 
1 iquide dans des delais acceptables avec des rendements 
sa t i s fa i san ts .  

Pour mettre en appl ication ces resul t a t s ,  nous nous sommes pro- 
poses de synthetiser u n  undecanucleoside decaphosphate en effectuant 
chaque 6tape de synthese selon les  conditions experimentales que R O U S  

venons de def inir .  

SYNTHESE DU UNDECANUCLEOSIDE DECAPHOSPHATE d(TpTpTpApTpCpGpApTpGpC) 

La s t ra tegie  que nous exposons dans l a  f igure 5 presente l ' a v a n -  
tage de minimiser l e  nombre d'etapes de purification. En e f f e t ,  l a  
deprotection de 1 'extremite 5 '  de 1 'oligonucleotide obtenu e s t  
effectuee directement sur l e  melange reactionnel b r u t  apres 
evaporation de l a  pyridine. De p l u s ,  l e  traitement a l ' a c ide  benzene 
sulfonique a l a  propriPte d'hydrolyser l e  BOP excedentaire e t  de 
f a c i l i t e r  SOP elimiriation par  lavage a l 'eau de l a  phase organique. 
Le  groupemtit dimethoxy-4,4' t r i  ty le  a 6 t 6  prefer6 au groupement 
t r i t y l e  parce que sa deprotection n k e s s i t e  des conditions 
operatoires plus douces. 

Dans l e  tableau 1, nous avons rassemble l e s  resul ta ts  num@riques 
r e l a t i f s  ii ce t te  synthese. 

Lors de la  preparation du  co~pose 3, nclrs avons tent@ de 
rniniaturiser chaque etape de synthese car ,  a p r ior i ,  cela p o u v a i t  
presenter deux avantages. D'abord,  1 ' u t i l i s a t ion  de faibles  quantites 
de dinucleosides diphosphates permet une appreciable ecoriomie des 
produits de base qu ' i l  es t  fastidieux de preparer. Ensuite, l es  
melanges reactionnels debarr-asses du BOP o n t  une masse comprise entre 
10 e t  50 rrg e t  i l  e s t  a lors  possible de les  fractionner en une seule 
injection sur des colonnes de hplc t r e s  performantes, dans des delais  
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dmt = dimdthoxy-trilyle 
bz = bonzoyle 
an= anisoyle 
ib = isobutyryle 

I 

I 
p = CI$O- P.0 

I 

I 
pt-) = CIQO- Pro 

0 I-) 

- 9 d [dmtTpCb(-g d [G Ib pApTpG'bCt:] bz - 8 - 9 d [dmtTpCb(-g d [G Ib pApTpG'bCt:] bz - 8 

bz ib br 
11 d [dmt TpAh$-j d [TpC pG pA pTpGipCi:'] -- 10 

I 
- 

I 

I + 
13 dmt TpTpw d [ T p A " b T p C b ~ G ' ~ A " ~ T p G ' ~ C ~ ~ ]  - 12 
L 

- 

J 
br ib br Ift d [drnt TpTpTp&TpC pG pA pTpdbpCE;] 

F I G .  5 : S t r a t e g i e  d 'assemblage du compose - 1 4  

TABLEAU 1 
L 

01 igor iuc l  e o t i d e  D i n u c l  @oside BOP 01 i g o n u c l e o t i d e  RendL 
5 '  OH l i b r e  d iphosphatc obtenu 

mg ( m o l e s )  rng ( m o l e s )  rng(!.imoles) mg(pmo1es) 

a j o u t e  

6 
2 3 ( r 6 )  

8 
15,5T6 1 ) 

10 
17 y47%2) 

12 
IOV, 3 

79% 
5 4 

lO(7U) 3 5 ( 7 7 )  50(110) 

zo(i4) 2 1  (TO) 35(80)  

14(3,7) 11 (B,6 1 15 ( 3 4 )  

15Vy5) 57598) 12(  27 )  

45% 
7 6 

50% 
9 8 

52% 
11 10 

13 
47.392) 

1 4  
4 m 7 1  35% 
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72 MOLKO, GW, ET TEOULE 

tres b r e f s  (20 mn e n v i r o n ) .  Ceci c o n s t i t u e  ii n o t r e  connaisssrce,  l a  
s y n t h h e  en phase l i q u i d e  l a  p l u s  m i n i a t u r i s e e  q u i  a i t  e t @  presentee.  

2 mg du compos6 - 14 o n t  e t e  deproteges s e l o n  l e s  procedes rappor -  

t 6 s  dans l a  l i t t e r a t u r e  1oy20'21 p u i s  p u r i f i e s  p a r  chromatographie 

d ' e x c l u s i o n  22 e t  s u r  colonne de phase i n v e r s e  2 3 .  Une f r a c t i o n  a e t e  
marquee au 32P a son e x t r e m i t e  5 '  p a r  l a  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  24 e t  
l a  sequence d(TpTpTpApTpCpGpApTpGpC) a 6tG analysee p a r  l a  methode de 
Edaxam e t  G i l b e r t  24. La v e r i f i c a t i o n  du n u c l e o t i d e  t e r m i n a l  ( q u i  

n ' e s t  pas donne p a r  l e  t e s t  de Maxam e t  G i l b e r t )  e t  de l a  n a t u r e  des 

l i a i s o n s  i n t e r n u c l e o t i d i q u e s ,  a e t e  r & a l i s 6 e  pa r  d i g e s t i o n  p a r  une 

endonucl ease-3 ' 25-26 

CONCLUSION. 

L ' e t u d e  des parametres exper imentaux i n f l u e n c a n t  l a  f o r m a t i o n  de 
l a  l i a i s o n  p h o s p h o t r i e s t e r  a c t i v e e  p a r  l e  BOP nous a permis de 

d e f i n i r  des c o n d i t i o n s  o p t i n a l e s  d ' u t i l i s a t i o n  de c e t  agent en 

synthese en phase l i q u i d e .  Nous avons pu considerablement  r e d u i r e  l e s  

tenips de r e a c t i o n ,  ce q u i  d iminue d ' a u t a n t  l e s  d e l a i s  d 'assemblage 

d ' u n  o l i g o n u c l e o t i d e .  La methode a eti. app l i quee  pour l a  synthese 

d ' u n  undecanucleoside decaphosphate. 

P A K T I E  EXPERIMENTALE : 

Les chromatographies s u r  couche mince de s i l i c e  (Merck 60F254) 

o n t  e t e  devel  oppees dans 1 e me1 ange C H C l  3/f4eOH/H20 (90 : 10: 1) p u i  s 
r e v e l e s  a l a  lampe U.V. a 254 nm e t  p a r  c a r b o n i s a t i o n  apres 

p u l v e r i s a t i o n  avec une s o l u t i o n  de c y s t e i n e  a 0,4% dans l ' a c i d e  

s u l f u r i q u e  1,5 M. 
Les Etudes HPLC o n t  6 tP  r e a l  i sees  s u r  un a p p a r e i l  V A R I A N  modele 

5000 equipe d ' u n  d e t e c t e u r  a l ongueur  d 'onde v a r i a b l e  UV Var ichrom e t  
d ' u n  i n t e g r a t e u r  CDS 111 L .  

s u r  de l a  potasse p i l e e  p u i s  d i s t i l l e e  sous p r e s s i o n  a tvospher ique  e t  

s tockee s u r  tamis m o l e c u l a i r e  48. 

La p y r i d i n e  (SDS q u a l i t e  puran)  a G t E  p o r t e e  2 heures a r e f l u x  
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SYNTHESE OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDIQUE 73 

Les s p e c t r e s  de RMN du p r o t o n  o n t  e t e  e n r e g i s t r e s  s u r  un 

a p p a r e i l  V A R I A N  EM.390. Les deplacements ch im iques  s o n t  exp r imes  en 

ppm p a r  r a p p o r t  au s i g n a l  du TMS. La m u l t i p l i c i t e  des p i c s  e s t  

r e p r e s e n t e e  p a r  une l e t t r e  m i n u s c u l e  e n t r e  pa ren theses ,  s :  s i n g u l e t ,  

d : d o u b l e t  ... m p o u r  m u l t i p l e t .  

- Etude des p a r a m e t r e s  i n f l u e n c a n t  1 5  LoIm&ti-on _ _  de - l a  _ _ _  l i a i s o n  _ _ - -  - - - - - - - - - - -  
p b o s p h o t r i e s t e r  - - - - - - - a v e c  - Le-BCP-. 

La t r i t y l - 5 '  t h y m i d i n e  a @ t 6  p reparee  s e l o n  l e  p rocede r a p p o r -  

Le  BOP ( h e x a f l  uorophosphate  de b e n z o t r i a z o l y l  - N - o x y - t r i s (  dime- 

28 ti! 27  e t  phosphory lee  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  de REESE 

t h y 1  amino)phosphonium) a e t e  s y n t h e t i s e  s e l o n  Dormoy e t  C a s t r o  . 

. 
29 

Apres une r e c r i s t a l l  i s a t i o n  dans l e  melange CH2C12-ether e t h y l  i q u e ,  

il a e t e  seche 4 h sous p r e s s i o n  r e d u i t e  en presence de P205 a 40°C. 

m6thoxy t r i t y l - 5 '  t h y m i d i n e  p a r  a c t i o n  du c h l o r u r e  de b e n z o y l e  s u i v i e  
d ' u n e  d e t r i t y l a t i o n  p a r  1 ' a c i d e  b e n z e n e s u l f o n i q u e  (ABS) e t  d ' u n e  

Le b e n z o y l - 3 '  t h y m i d i n e  - 2 a 6 t e  p reparee  a p a r t i r  de  l a  mono- 

p u r i f i c a t i o n  p a r  HPLC s u r  co lonne  de g e l  de s i l i c e .  

RMN H P y r i d i n e  d5-TMS : HlI : 6,80 ppm ( t )  ; H 3 '  : 

H4i  : 4,43 ppm ( 4 )  ; : 4,13 ppm ( d )  ; H 2 1 2 1 1  : 
CH3(dT) : 1,76 pprn ( s ) .  

1 

- T r a i t e m e n t  des p a r t i e s  a1 

Le  me1 ange r e a c t i o n n e l  

quo tes  des melanges r e a c t  

e s t  r e f r o i d i  -78°C p u i s  

b o i t e  a g a n t s  sous atmosphere d ' a z o t e .  L ' a l i q u o t e  ( 5 0  

onne l  s .  

t r a n s f e r 6  en 
p l )  e s t  p r e l e v e  

p u i s  a d d i t i o n n e  de 10 c r l  d ' e a u  e t  abandonne a t e m p e r a t u r e  ambian te  
pendant 15 mn. Le s o l v a n t  e s t  chasse a l ' e v a p o r a t e u r  r o t a t i f  e t  l e  

r e s i d u  sec r e p r i s  p a r  2 m l  de CHC13, filtre s u r  c a r t o u c h e  M i l l i p o r e  

(0,45 pm) e t  d i r e c t e m e n t  i n j e c t e  en  HPLC. 

- Ana lyse  HPLC des melanges r e a c t i o n n e l s .  

E l l e  e s t  e f f e c t u 6 e  s u r  une co lonne  de s i l i c e  P a r t i s i l  10 

(Whatrnan) (4,7x250 mm). L ' e l u t i o n  e s t  r e a l i s e e  a 1,5 ml/mn avec du 
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7 4  MOLKO, GUY, ET TEOULE 

chloroforme additionne de 1%, en volume, de methanol. Dans ces 
conditions, l e s  pics correspondant a l a  benzoyl-3' thymidine ( 2 )  - e t  
au dinucleoside monophosphate protege de la  thymidine (3) 
apparaissent. nettement sCpar6s avec des temps de retention respect i fs  
de 5 , 9  mn e t  4,9 mn.  Les a i r e s  o n t  Gte integrees e t  l e  rendement 
calcule p a r  l a  methode de normalisation de surfaces apres que l e s  
facteurs de reponse re la t ive  de chaque compose a ien t  e t e  calcules.  

- Dependance de l a  temperature. 

40 mg (50 Dmoles) de sel de triethylammonium de - 1 o n t  6 te  seches 
p a r  3 evaporations de 2 ml de pyridine anhydre, j0int .s  a 15 mg 

( 4 3  vmoles) de - 2 e t  co@vapor&s 3 f o i s  avec 2 ml de pyridine anhydre. 
76 mg (175 pmoles) de BOP o n t  e t S  ajoutes dans 2 ml de pyridine. Le 
melange a e t@ separ6 en quatre f ract ions de 500 vl chacune portees d 
2O"C, 40"C, 60°C e t  80°C. Les prelevements ont e t e  effectues apres 
15 m n ,  30 m n ,  60 m n ,  2 heures, 4 h e t  8 heures. Les r e s u l t a t s  obtenus 
sont exposes dans l a  f igure 2 .  

- Influence de la  q u a n t i t e  d'agent de condensation ( B O P ) .  

40 mg (50 Nmoles) de - 1 sont seches p a r  t r o i s  evaporations de 
pyridine ( 3 x 2  ml) j o i n t s  d 15 mg (43 ymoles) de 2 e t  seches soigneu- 
sement par t r o i s  evaporations supplementaires de pyridine. Le melange 
e s t  repris par 1,5 ml de pyridine anhydre e t  des f ract ions de 500 ul 
de c e t t e  solution sont versees dans des flacons contenant 12,5 mg (32 
m o l e s ) ,  25,5 mg (64 m o l e s )  e t  51  mg (128 vmoles) de B O P ,  s o i t  
respectivement 2 ,  4 ,  e t  8 equivalents. Les melanges reactionnels sont 
abandonnes a temp6rature ambiante e t  l e s  prelevements o n t  e te  
effectues apres 1 h ,  2 h ,  4 h ,  8 h e t  16 h de reaction. Les resu l ta t s  
obtenus sont exposes dans l a  f igure 3. 

- Influence de l a  stoechiometrie du  monomere monophosphate 1. 
15 mg (42 pmoles) du  compose benzoyle 2 sont seches par 3 

evaporations de pyridine anhydre e t  additionnes de 77 mg (175 vmoles) 
de BOP.  1 ,5  m l  de pyridine sont u t i l i s e s  pour  dissoudre ce melange. 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
0
:
4
3
 
2
7
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



SYNTHESE OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDIQUE 75 

50 mg (63 pmoles) de sel de triethylamnionium de - 1 sont seches 
par 3 evaporations de pyridine. 11s sont repr is  par 1,8 ml de 
pyridine e t  separ6s en 3 f ract ions de 400 pl (14 m o l e s ) ,  600 ~1 ( 2 1  
pmoles), 800 vl (28 m o l e s )  e t  evapores a sec.  A chaque fract ion sont 
ajoutes 500 y l  de la  solution de 2 e t  de BOP af in  de r e a l i s e r  des 
melanges reactionnels contenant 1,0, 1,5 e t  2,0 equivalents de - 1 par 
equivalent de _ 2. Les t r o i s  tubes sont portes ti 40°C e t  l e s  
prelevements sont effectues apres 1 h ,  2 h, 4 h e t  8 h de reaction. 
Les resu l ta t s  obtenus s o n t  exposes dans l a  f igure  4. 

- Anisoyl - N 4  benzoyl-3' desoxy-2' cytidine 

5 g (7,5 mmoles) d'anisoyl-N4 dimethoxytrityl-5' desoxy-2' c y t i -  
dine sont niis en reaction avec 4,5 ml (1,25 m o l e s )  de chlorure de 
benzoyle dans 50 ml de pyridine. Apres 2 heures de reaction a 
temperature ambiante, l e  melange e s t  refroidi  au bain de glace e t  
additionne de 10 m l  de MeOH e t  l e  solvant es t  chasse sous pression 
reduite.  Le residu obtenu e s t  repr i s  par  50 ml de chloroforme e t  lave 
avec 3x50 ml de NaHC03 5% e t  3x50 ml d 'eau. La phase chloroformique 
e s t  sechee sur s u l f a t e  de sodium, puis l e  solvant e s t  @vapor&. 
L 'hui le  jaune r6sul tante  e s t  repr ise  par 50 ml de melange CHC13/MeOH 
7/3 ( v / v )  e t  additionnee de 50 ml de solution 2% d 'acide benzene 
sulfonique dans ce m6me solvant. La reaction de d e t r i t y l a t i o n  e s t  
stoppee apres 15 mn p a r  a j o u t  de 50 ml de solution a 5% de NaHC03. La 
phase chloroformique e s t  recuperee e t  l e  compose recherche e s t  
extrail :  avec 2x50 ml de C H C 1 3 .  Apres sechage sur  s u l f a t e  de sodium, 
l e  melange es t  evapore a sec e t  fractionne sur colonne HPLC de gel de 
s i l i c e  (2,5 cm x 50 cm). l ' e l u t i o n  e s t  rea l i see  par u n  gradient 
l inea i re  de MeOH dans l e  C H C 1 3  ( 0  a 8 % en 30 m n ) .  Les f ract ions 
contenant l e  nucleoside sont reunies e t  l e  solvant e s t  chassE a 
l 'evaporateur r o t a t i f .  2,51 g de compose _ 4 o n t  e te  r e c u e i l l i s  (Rd t  : 
7 2 % ) .  
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76 MOLKO, GUY, ET TEOULE 

R.M.N. 'H : P y r i d i n e  d5 TMS : H1,=6,80 ppm ( t )  ; H3,=5,85 ppm (m) ; 

H4,=4,55 ppm ( 9 )  ; H51511=4,20 ppm ( d )  ; H21211=2,8 ppm (m) .  

- D i n u c l e o s i d e s  d iphospha te  - - - -  5, 7, 9, 11, e t  - 13. 

13 La syn these  de ces compos6s a e t @  r a p p o r t e e  precedemment . 
L e u r  phosphate  t e r m i n a l  a e t e  dep ro teg6  du groupement cyano-2 e t h y l e  

s e l o n  l e  p rocede s u i v a n t  : 10 m o l e s  de coniposi! conp le temen t  p r o t e g e  

s o n t  d i s s o u t e s  dans 0,3 m l  de melange p y r i d i n e - e a u  3 / 1  ( v / v )  e t  

a d d i t i o n n e e s  a 0°C de 75 y l  de t r i e t h y l a m i n e .  Apres 5 mn l ' avancemen t  

de l a  r e a c t i o n  e s t  c o n t r o l 6  p a r  CCM e t  e l l e  e s t  genera lement  s toppee 
apres  15 mn p a r  e v a p o r a t i o n  a sec.  L ' a c r y l o n i t r i l e  f o rm6  e t  l a  

t r i e t h y l a m i n e  e x c e d e n t a i r e  s o n t  chasses SGUS v i d e  ( l o - '  mm Hg) p a r  

c o e v a p o r a t i o n  de p y r i d i n e  (3x500 y l  ) .  

- Methode g e n e r a l e  de coup lage  d ' o l  i g o n u c l e o t i d e s  avec l e  BOP. 

Le compose h y d r o x y l e  en p o s i t i o n  5 '  (10 Dmoles) e s t  a d d i t i o n n e  

au c o ~ p o s e  a y a n t  un phosphate  3 '  t e r m i n a l  d i e s t e r  (12  ymoles) e t  il 
e s t  procede A 3 e v a p o r a t i o n s  de p y r i d i n e  at ihydre (200 ~ 1 ) .  L ' a g e n t  de 

condensa t ion  (BOP-50 ymoles)  e s t  a d d i t i o n n e  sous fo rme s o l  i d e ,  e t  

l ' e n s e m b l e  e s t  r e p r i s  p a r  200 p1 de p y r i d i n e  anhydre  e t  p o r t 6  pendant  

3 heures  ci. 50°C. 100 y 1  d ' e a u  s o n t  a l o r s  a j o u t e s  e t  l e  s o l v a n t  e s t  

evapore  sous p r e s s i o n  r e d u i t e .  Le  r e s i d u  ob tenu  e s t  r e p r i s  p a r  500 y l  

de melange CHC13-MeOH 7/3  e t  a d d i t i o n n e  ii -20°C de 500 11 de s o l u t i o n  

a 2% d ' a c i d e  benzenesu l fon ique  (ABS) dans l e  msme melange. Le  t u b e  
e s t  s t o c k 6  ci. -20°C pendant  q u ' i l  e s t  e f f e c t u e  un c o n t r a l e  p a r  CCM de 

l ' avancemen t  de l a  d e t r i t y l a t i o n .  Quand l a  r e a c t i o n  e s t  t o t a l e ,  il 
e s t  p rocede au l a v a g e  du melange p a r  success ivement  2x1  m l  de 

s o l u t i o n  aqueuse a 5% de NaHC03 e t  3 x 1  m l  d ' e a u .  Les phases s o n t  

v igou reuseoen t  a g i t e e s  e t  decantees  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  a 5000 
tours /mn e n v i r o n .  La phase s u p e r i e u r e  e s t  e l i m i n 6 e  8 l ' a i d e  d ' u n e  

p i p e t t e  Pas teu r .  

s i o n  ob tenue e s t  d i l u e e  p a r  150 u l  de CHC13 e t  f r a c t i o n n e e  s u r  

Le  s o l v a n t  e s t  e n s u i t e  chasse sous p r e s s i o n  r e d u i t e  e t  1 ' emu l -  
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SYNTHESE OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDIQUE 77 

colonne de g e l  de s i l i c e  ( P a r t i s i l  10, Whatmann 9,5 x 300 m) e luee  a 
3,5 ml/mn p a r  un g r a d i e n t  en 15 mn de 0 a 15% de methanol dans l e  
ch loroforme.  Les f r a c t i o n s  contenant  1 ' 01  i g o n u c l e o t i d e  recherche s o n t  
r e u n i e s  e t  evaporees a sec. Les donnees pondera les r e l a t i v e s  d l a  
synthese du compose 14 f i g u r e n t  dans l e  t a b l e a u  1. 

- Analyse du compose 14 
La d e p r o t e c t i o n  des groupements phosphates, des groupements 

amides p r o t e c t e u r s  des nucleobases, du groupement benzoyle en 3 '  e t  

de l ' e x t r e m i t e  5 '  de 14 o n t  e t @  e f f e c t u e s  se lon  l e s  procedes 
p r e a l  ab l  ement d e c r i  t s  10,13,20,21 

Le r e s i d u  de d e p r o t e c t i o n  apres l y o p h i l i s a t i o n  a e t e  r e p r i s  p a r  
200 u l  d ' e a u  e t  p u r i f i e  p a r  chromatographie d ' e x c l u s i o n  22 (Colonne 
Waters 1.125 " P r o t e i n  A n a l y s i s  Column". S o l v a n t  T.E.A.A. 0,025 M) ; 

l a  f r a c t i o n  contenant  14 deprotege a @ t e  r e c u e i l l i e  e n t r e  6,8 e t  
7,8 ml. Une deuxieme p u r i f i c a t i o n  a e t e  e f f e c t u e e  s u r  co lonne 
L i c h r o s o r b  RP8 (Merck) (4,7x250 mm) e luee  p a r  un g r a d i e n t  en 15 mn de 

20 a 30% de MeOH dans l e  TEAA 0 , l  M. Dans ces c o n d i t i o n s ,  l e  compose 
recherche e s t  e l u e  en 8 mn. A p a r t i r  de 2 mg de 14 protege,  nous 
avons r e c u e i l l i  1,2 OD260, s o i t  50 clg env i ron .  

e t  l ' a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e \ d  P s u r  10 pmoles e n v i r o n .  Le compose 
e s t  p u r i f i e  s u r  ge l  dena tu ran t  de po lyac ry lam ide  a 2 G % ,  e l u e ,  
p r e c i p i t e  e t  sequence en u t i l i s a n t  l e s  techniques d e c r i t e s  p a r  Maxam 
e t  G i l b e r t  24. L ' i d e n t i t e  de l ' e x t r e m i t @  5 '  t e r m i n a l e  a e t e  r e v e l e e  
p a r  analyse s u r  p laque de P E I  C e l l u l o s e  (20x20 cm) ( S c h l e i c h e r  e t  
S c h u l l )  en u t i l i s a n t  une s o l u t i o n  m o l a i r e  en L i C l  30 e t  du fo rma te  
d'ammonium 0,5 M a pH 3,5 31 cornme e l u a n t s  en deux dimensions ti 
p a r t i r  du melange de nuc leos ides  monophosphates-5' p r o d u i t s  p a r  
d i g e s t i o n  t o t a l e  avec l a  phosphodiesterase de v e n i n  de se rpen t ,  de 
1 ' 01  i gomere marque. 

Le marquage en 5 '  e s t  e f f e c t u e  avec l a  T4 p o l y n u c l e o t i d e  k inase  
32  
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