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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 3 ( 4 )  , 423-439 ( 1 9 8 4 )  

J.L. Barascut ,  H.B. Lazrek, J.L. Imbach*, 

labwatoire de Chimie Bio-Organique. U.S.TL 

E.RA 048 du CH.R.S. 

Place E u w e  Bataillon, 34060 Montpellier Codex, France 

ABSTRACT I Thesynthesisofdimer, t r i m e r a n d t e t r a m e r o f m a -  

A waa descr ibed  by phosphotriester approach i n  s o l u t i o n .  A l l  

of these compounds and b u i l d i n g  blocks are i d e n t i f i e d  and 

described unambiguously. 

Le b u t  de ce t r a v a i l  a 4 t4  de s y n t h e t i s e r  de c o u r t s  fragments 

d ' o l igonuc leo t ides  de  1 'Ara -A 1 (l), ceci avec un objectif h l a  fois 

theor ique  et p ra t ique .  En effet, nous d e s i r i o n s  s a v o i r  si la  presence  de 

l 'hydroxyle  en 2 '  (cis par rapport h I'OH en  5 ' )  n ' e n t r a i n e r a i t  pas de 

modif ica t ions  de r e a c t i v i t 4  lors des couplages o l igonuc leo t id iques .  De 

p l u s ,  nousBtionsinteressesparune4tudephyaicochimiqueayantpourbutde 

comparer l 'empilement de  d i v e r s  o l igonuc leo t ides  e n  fonc t ion  de l a  na tu re  

del'oseetceciparmahautchamp. P o u r c e  faire, nous a v o n s s y n t h e t i s e l e  

tetramere 2 a i n s i  que les trimhreLet dimbreQcorrespondants, a f i n  de nous 

a i d e r  h a t t r i b u e r  l 'ensemble des s ignaux observes par RMN ( 2 ) . Cependant, 
durant  l ' e l a b o r a t i o n  de ce t r a v a i l  (1) l a  synthese  d 'un  trimbre iden t ique  h 

3 a L?te decrite mais en u t i l i s a n t  une s t r a t e g i e  leghrement d i f f e r e n t e  de 

celle que nous a l l o n s  exposer. 

- 

- 

- 
Pour pa rven i r  h ces d i f f e r e n t s  compos4s e t  compte t enu  du 

programme envisage,  nous avons u t i l i s e  come approche de synthhse,  l a  
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424 BARASCUT, LAZREK, AND IMBACH 
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methode aux phosphotriesters en solution. Celle-ci permet en effet 

d'envisager l'obtention d'oligonucleotides en quantiteplus importante que 

lasynthese enphase solide. D'autrepart, dans unbutde simplificationpar 

rapport h la litterature ( 1 ), nous avons envisage de creer la liaison 3 ' - 5 ' 
en condensant lee phosphodiestera avec des synthons non proteges sur 

l'hydroxyle en 3' en espr2rant que la plus grande reactivite de la fonction 

alcool primaire conduirait h l'obtention preferentielle de la liaison 

3 ' - 5 ' .  

La strategic ainsi definie implique de determiner a prbrl la nature 

des synthons a utiliser. Tout d'abord, nous avons choisi le groupement 

ortho-chlorophenyl pour la protection du phosphate, etant donne la plus 

grande reactivite de l'ortho-chlorophenylphoaphorodichloridate et la 

facilite d ' elimination du groupement aryle lors de la deprotection finale 

(3). 

Par contre, au niveau des protections des hydroxyles en 5 ' , 3 '  ou 2 '  nous 

avons utilise les groupements usuels (MeoTr, Bz) alors que dee protections 

legerement differentes (pixyl, acetyl, silyl) ont 8te choisies dans 

l'exemple dejh cite (1). 

Dans ces conditions, la premiere &ape de ce travail a donc 

consist6 h synthetiser les synthons representes sur la Figure 1, objectif 

prealable h toute synthese oligonucleotidique. 
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SYNTHESIS OF ARA-A OLIGONUCLEOTIDES 425 

Le produit de depart pour une t e l l e  synthese est l e  
6 tetraisopropyl-d',5' dibenzoyl-2',N -B-D-arabinofuranosyl-9 adenine 11 

obtenu avec un rendement global de 70 8 a part i r  de 1'Ara-A - 1, par les 

methodes classiques de l a  l i t terature (4-9) (FIG. 2 ) .  

GraceauTiPDSiC12, nous avons a ce stade i n t r o d u i t  une 

differenciation entre les  hydroxyles en 2 ' et 3 * . Pour parvenir au synthon 

7 ,  ce groupement est  ensuite e l imine  quantitativement par l e  fluorure de 

tetra-n-butylammonium ( WAF' ) ( 10 ) . La monodthoxytritylation selective de 

l'hydroxyle primaire d e z n o u s  conduit ensuite a u  monomethoxytrityl-5' 

dibenzoyl-2',U -fi-D-axabinofuxanosyl-gad6nine7 avecunrendementde 8 4 %  

(PIG. 2 ) .  Le phosphodiester 8 est  alors isole sous forme de son se l  de 

triethylammonium avec un rendement de 95 % apres extraction au  chloroforme 

e t  precipitation dans l 'ether de petrole. 

- 

6 - 
- 
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4 26 BARASCUT, LAZREK, AND IMBACH 
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Le nucleoside 9 constitue le point de depart pour la synthbse du 

synthon Lnecessaire pour l'obtention du tetramere 19, celui-ci &ant - 
obtenuparlesmethodesclassiques avecunrendementglobalde60 %(PIG. 3). 

Le groupement o-chlorophenylphoaphate est introduit en 3 ' de - 7 par 
action d'un exces d~o-chloroph~nylphosphorodi-(triazol-1,2,4-ide-) 

suivie d'unehydrolyseparEt3N-K20 suivant un protocole d6ja decrit (1). 

If - SpllzgEsE DlES OLI-IDES (FIG. 4)  

La condensation du phoaphodiester 8 et du nucleoeide 5 dont lea 

hydroxyles en 3' et 5' sont libres dans la pyridine en presence de MSNT en 

exces, nous conduit apree 45 mn d'agitation a temperature ambiante a 
l'obtention de deux produits. Leur caracterieation a ete effectuee, aprbe 

deprotection des differantes fonctions, par comparaison de leurs temps de 

retention en chromatographie liquide haute performance avec c e w  des 

dinucleosides monophosphates synthetises de manibre univoque. Ainsi, le 

dimere symetrique (3'-3') est obtenu par condensation de 8 et de 7 en 

presence de M!5NT et le dimere ( 3 ' -5 ' ) 14 par condensation de 8 et de 6 (FIG. 

4). Par consequent, la synthese que nous venons d'effectuer nous conduit a 

l'obtentionde 75 %dudinucleosidemnophoaphate(3'+5')15 et5 %dudim&re 

- 

- - 
- - - 

- 
(3'43'). 

Ces resultate indiquent que cette reaction est auffisamment 

selective pour ne pas necessiter la protection de la position 3' du 

nucleoside entrant 5 dans la mesure oh il est possible de les &parer 

facilement par chromatographie sur colonne. 
- 

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



SYNTHESIS OF ARA-A OLIGONUCLEOTIDES 427 
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Le phosphodiester 16 est ensuite obtenu par action de 1'0- 

chloroph~nylphosphodi-(triazol-l,2,4 ide) Bur le dinucleoside monophos- 

phate 15, puis condense en presence de MSNT avec le nucldoside 6 pour 

conduire ainsi au trimere totalement protege 17. Le tetramere 19, pant h 

lui, est aisement obtenu par condensation dea deux blocs 16 et 18, dans dea 

conditions semblables & celles que nous venons d'exposer. La deprotection 

des fonctions organiques des oligonucleotides obtenus (15, 17, 19) a 6t6 

effectuee de la maniere uauelle. 

_. 

- 
- 

A -  

- - -  
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TABLEAU I 

BARASCUT, LAZREK, AND IMBACH 

2 - 

3 - 

4 
_. 

Ara A 7,41 13 400 5 35 

pAra A 4,16 13 400 1241 

Ara A 7,51 13 400 36 6 

pAra A 4,29 13 400 498 

Ara A 7,61 13 400 1731 

pAra A 4,29 13 400 1407 

1,20 

2, eo 

1,27 

1,eo 

1,lO 

0,90 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
% = temps de  r e t e n t i o n  en  mn. 

n = nombre de (nuc leoa ide  + nuc leo t ide ) .  

S = s u r f a c e  du pic. 

Les de r ives  o l igonuc leo t id iques  2, 3 e t  4 s o n t  e n s u i t e  p u r i f i e s  

parchromatographiesurcolonnedeDEAESephadexA25 avec un g r a d i e n t  

l i n e a i r e  de 10% e t  lM d'hydrogenocarbonate de tri6thylannaonium h p H  = 7 , 5 .  

Chacun d 'eux  est abtenu avec une p u r e t e  opt ique  de 99,9 % e t  un rendement 

compris e n t r e  93 e t  95 % a p r h  l y o p h i l i s a t i o n .  Leur c a r a c t e r i s a t i o n  a bte 
e f f e c t u e e  pax d i g e s t i o n  enzymatique par l a  phosphodieat4rase de venin  de 

se rpen t  ( Crotalue Durisaus Terrificua ) . L ' analyse  des  p rodu i t a  r e s u l t a n t s  de  l a  
d i g e s t i o n  enzymatique a ete e f f e c t u e e  apres 36 h a 37OC par chromatographie 

liquidehauteperformancesurcolonneC18 e n  phase inve r se ,  en  u t i l i s a n t  un 

g rad ien t  de 2 h 12 % e n  acetonitrile. Les r e s u l t a t s  obtenus s o n t  rasaembles 

dans l e  Tableau I e t  nous confirment  l a  s t r u c t u r e  de chacun dee composes. 

- -  - 
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SYNTHESIS OF ARA-A OLIGONUCLEOTIDES 429 

Nous avons effectue dans ce travail la eyntheae de quelques 

oligonucleotides de 1'Ara-A par la methode aux phosphotriesters en phase 

liquide et salon une approche legbrement differente de celle utilisee par 

CBA'TIy)PADHY2iYA ( 1) qui ne decrit que le trimthe correspondant. 

Nous avons donc ete amen& tout d'abord h preparer lea synthons de depart 

convenablement substitues dont les groupements protecteurs ont BtB choisis 

de faqon h etre compatibles avec 1' approche utiliaee. Lea caracteristiques 

physico-chimiques de tous ces derives sont en accord avec lea atructures 

propsees. Celles des oligonucleotides deproteges, 2, 3 et 4, ont ete 

notamment confirmees par RMN a haut champ (2 ) et par spectrometrie de masse 

par la methode d'ionisation MBSA-FAB (14). Lea syntheses 

oligonucleotidiques effectuees indiquent que les derives de l'arabinose 

presentent un comportement analogue h celuides d4soxy-2* nucl4osidea lors 

des Btapes de condensation. L'ensemble de ce travail montre bien que lea 

derives de l'arabinose peuvent etre incorporBa dans des chainea 

oligonucleotides mixtes ou conduire h des oligoarabinonucl~otides de 

structure homogbne. 

- -  - 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Lea solvants doivent etre purs et anhydres. La pyridine est 

d i s t i l l e e s u r c h l o r u r e d e p t o l u h e  sulfonylepuis surCaXZ et conaervee aur 

tamis moleculaire 4 A. 

Lea chromatographies sur couche mince sont faites Bur plaque de 

silice "MerckKieselgel60P254". Lestachea sontreve1eeshlala.mpeU.V. et 

par pulverisation d'acide sulfurique h 10 % suivie d'un chauffage de la 

plaque h 1 5 O o C .  Les chromatographies Bur colonne ont 8t0 realisees sous 

faible pression avec du gel de silice 608 Merck. 

Les analyses BlBmentaires ont ete effectueea par le service de 
Kicroanalyse du C.N.R.S., Division de Vernaison. 
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430 BARASCUT, LAZREK, AND IMBACH 

Les points de fusion non corriges sont pris en capillaire sur un 

appareil Buchi. 

Les spectres U.V. ont Bt4 enregistres au myen d'un spectrometre 

Optica Modele 10. U s  spectres de resonance magnetique nucleaire du proton 

ont ete pris sur des appareils varian 60 et EM 390. Lea deplacements 

chimiques sont donnes en ppm par rapport au TMS come reference interne. La 

multiplicite des signaux observes est indiquee par une lettre minuscule : s 

= singulet ; d = doublet ; t - triplet ; q - quartet i m - multiplet. 
L'analyse gPLC des oligonucleotides synthetises ainsi que celle 

du resultat de leur digestion enzymatique a 6te effectuee a l'aide d'un 
appareil Waters equip& d'un detecteur h 254 MI., d'un prograaunateur de 

gradient, d'un module h compression radiale RCM-100 et d'une colonne 

analytique de 4~ Bondapack C18. Le gradient d'elution eat form6 h partir 

d'une solution A (2 % d'acetonitrile) et d'une solution B (12 % 

d'acetonitrile), chacune preparee dans une solution aqueuse h 1 % d'acetate 

d'ammonium a pH = 5,9 (13). Pour un debit de 3 ml/mn, on elue selon un 

gradient lineaire h partir de 2 % d'acetonitrile (Apur) h 12 % en 15 mn. Les 

temps de retention sont donnes par rapport h l'injection. 

La phosphodiesterase de venin de Crdalus oUri8sus Territicue (1 mg dans 1 

ml d'une solution h 50 % de glycerol) a ete fournie par Boehringer Mannheim 

( = I .  

~enzw1-~~~-~-ariabifur-l-g addnine 9. 
A une suspension de 1 g ( 3,74 mol. ) d ' Ara-Adenine 1 dans 30 ml de 

pyridine anhydre, on additionne 18 m l  ( 150 mmaol. ) de chlorure de beneoyle 

goutte hgoutteenrefroidissant. Agree 36heuresd8agitationhtemp6rature 

ambiante, 100 m l  d'eau glacee sont ajoutes. Le melange reactionnel eat 

extrait au chloroforme (4x60 ml). La phase organique est lavee a 
l'hydrogenocarbonate de sodium, filtree, evaporee, ensuite coevaporee au 

toluene (2x50 ml). Apres purification Bur colonne de gel de silice (eluant 

CACl3 ) , les nucleosides obtenus sont dissous dans 25 ml de pyridine. Cette 
solution est additionnee h 40 ml de NaOH 2N, puis agitee durant 20 mn, 80 ml 

de resine Dowex 50-X2( pyridinium)( pH - 6-7 ) sont ensuite ajoutes. La resine 

- 

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



SYNTHESIS OF ARA-A OLIGONUCLEOTIDES 431 

e a t  f i l tree,  lavee avec (3x50 m l )  d ' eau .  La phase aqueuse est extraite h 

l ' e ther  (6x100 ml), concentree, l e  precipite forme est f i l t r d ,  p u i s  

c r i s t a l l i s e d a n s l ' e a u .  Le compose 9 estobtenuavecunrendementde 85 8. Rf 

: 0,26 ( e l u a n t  CAC13/EtOH, 80/20, v/v). F : 145-147 OC ( e a u )  . Analyse calc. 

pour: C1,H1.,N505, C6LC.C : 55,02 H : 4,56 N : 18,74 Tr. C : 54,98 8 : 4,50 N : 

- 

l8 ,86 .  U.V. A-(eau) : 281 nm. ( c = 20.800). RMN : DMSO-d6/TMS : e,70 

( H 2 , s , m )  8856 ( H 8 , s a - I  a , 23-7,36 ( H-aromatiques, m, 58 ) 6,40  

( El,, d, J1, 2 ,  = 4.8 Hz, Ui ) 5,7O ( OH2 I .OH3, m, 2 8  4,26 5,13 ( OH5., m, 1H 

(H2 v 3 I 8m# 3,70 (H4- 5 I 5 n  r r n r  38) .  

~ i m ~ i - 3  ,5 * ~ e n z o y l d  Buarabinofuranosgl-9 adenine 10. - 
Al,98g(6,71mol.)deTiPDSiCl2, on ajoute 1 , 3 4  g (19 ,66  mmol.) 

d ' imidazole ,  1 ,66  g (4 ,47 mmol. ) du compos6 9, 50 m l  de  DMF anhydre.  Aprbs 

une heure d ' a g i t a t i o n  h te-rature ambiante, 50 m l  d ' eau  s o n t  ajoutes, l e  

d l a n g e  est &vapor6 sous pression r e d u i t e .  Le r6s idu  est r e d i s s o u s  dans 100 

m l  d'eau p u i s  extrait au chlorofonne (3x80 m l ) .  La phase organique es t  

sechee s u r  sulfate  de magnesium, f i l tree,  evaporee a sec. Aprbe 

purificationsurcolonnede g e l d e  silica(&luantCHCl3/AcOEt, 50/50, v/v) ,  

lecompose10estobtenusous formedlunemousseblanche  avecun rendementde 

00 %. Rf = 0,36 (e luant  : acetate d ' e t h y l e ) .  Analyse calc. pour : 

C29H44N506Si2: C a l C .  C : 55,59 H : 7,02 N I 11,18. Tr. C : 55,70 H : 6.92 N : 

- 

- 

11,32* U.V. * A-(Ethanol 95 )  : 279 m. ( 4  22.400) 232 nm. ( 4  19,100) .  

rn : C D C ~ , / T M S / D ~ O  : 0,3e ( H ~ , s , u I )  8.11 ( H ~ , B , ~ H )  8,0-7,3 ( A- 

azomatiques8m,5H)6,20 (Hl.,d,J1,2,=5,Uiz) 4,60 (82,3, ,m,2H) 4.0 

(H4.5,5",m.3H) 1,l (iaopropyle,m,28H). 

6 TiPmi-3 * 5 ' dibentayl-2' B B-D-arabinofuranosyl-9 adenine 11. 

Une s o l u t i o n  contenant  2 , l  g ( 3,42 m01. ) du compose 10, 0,851 g 

(3 ,76 lnmol. ) d'anhydride benzoique, 0,138 g (1 ,14  mmol. ) de  d i d t h y 1  ami- 

no-4 p y r i d i n e  dans 15  m l  de p y r i d i n e  anhydre, est agitee 3 heures h 

temperature ambiante. A p r h  evapora t ion  sous pression r e d u i t e ,  l e  r e s i d u  

est d i s sous  dans 100 m l  de  chloroform, l a  a o l u t i o n  resultante est lavee 

successivement avec une s o l u t i o n  d ' hydrogenocarbonate de  sodium e t  avec de 

l 'eau (2x100 m l ) .  La phase organique est s6chee sur s u l f a t e  de  sodium, 

- 
- 
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4 32 BARASCUT, LAZREK, AND IMBACH 

filtree, evaporee sou9 pression reduite. Aprbs purification sur colonne de 

gel de silice (eluant : CBC13/hexane, 70/30, v/v), le compose 11 est obtenu 

sous forme d'une mousse blanche avec un rendement de 95 a. Rf - 0,37 (eluant 
CliC13/AcOEt, 70/30, v/v). Analyse calc. pour : C36H47N507Si2 : Calc. C : 

60,25H:6,55N: 9,76Tr.C:60,01H:6,60N: 9.40.U.V. : )rm,(Ethanol 95) 

: 279m. (€=22.400)232nm. (€=24.300).WN:CDC13/TMS: 8,66(E2,S,lH) 

- 

8,16(H~,s,1)8,1-7,1(H-aromatiques,m,10H)6,63(H1,d,J1,,2, - 6H2,lH) 

5,83(H,,,dd,J2,3,=8He,lH) 5,43 (H3,,t,J3,4,-~HZ,lH) 4,20(Hq.5,5.,,m"i) 

1,l (isoproggle,m, 28H). 

Di-benzoyl-2 , Ir6~+arabinofuranosyl-9 adenine 5.  - 
On dissout 100 mg (0,139 mol.) du compose 11 dans 6 ml d'une 

solution (0,5M) de fluorure de tetrabutylammonium dans le 

tetrahydrofuranne ; apres 45 mn d'agitation h temperature ambiante, la 

solution est evaporee sous pression reduite . Le residu est chromatographi) 
surcolonnedegeldesilice(8luantCBCl3/HeOE, 99/1, 98/2, v/v). Le 

compose 5 est obtenu avec un rendement de 75 8 apres precipitation dans le 

- 

- 
chloroforme. F = 124-126OC( CEICl3 ). Rf - 0,27 ( Bluant CBc13/MeOH, 90/10, 

v/v).Analysecalc.pour :C24H21N506 :Calc. C : 60,63H : 4,42N :14,73. Tr. 

C: 60,84H : 4 m N :  14876. U.V. x k,&Ethanol 95) : 280 nm. (6 = 17.250) 

231nm. ( E  -20.700). WN : LMSO-d6/TMs : 8,76 (H,,s,lH) 8,60 (E8,S,lH) B,l+ 

7,24 (H- aromatiques,m,lOH) 6,74 ( H1, ,d, J1, ,= 6A2,lH) 5,72 ( E2, ,t, J2, ,- 
6-,1) 4,66 (H3.,m,lH) 4,02 (H4,,m,lH) 3,82 (H5,5",m,2H). 

6 lbncm6thoxytrityl-5 * di-benzoyl-2 , lQ @-Warabinofuranosyl-g adenine 7 .  

Une solution contenant 0,900 g (1,89 lmnol. ) du compos6 5 et 1,lO g 

(3,78 mmol. ) de chlorure de monomethoxytrityle dans 20 ml de pyridine 

anhydre eat agitee durant 22 heures h temNrature ambiante h l'abri de 

l'humidite et de la lumiere. Aprbs addition de 150 ml d'eau glacee, le 

melange reactionnel est extrait avec du chlorofoxme (3x70 m l ) .  La phase 

organique est sechee sur sulfate de sodium, filtree, evaporee a sec, puis 
coevaporee au toluene ( 2x30 m l )  . Le reaidu est chromatographie sur colonne 
de gel de silice (eluant : CHC13/Et3N 100/0,1, v/v) . Le produit 7 est obtenu 
avec un rendement de 84 8 aprbs precipitation dans 1 ether de Ntrole. Rf - 

- 
- 

- 
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O,2O ( e l u a n t  CBC13/MeOH, 98/2, v/v). Analyse calc. p o u r  : C44H37~507 : calc. 
C : 70,68H : 4 ,951 :  9,37. Tr. C : 71,03H : 4,99N : 9,60. U.V. : X-(Ethanol 

95) : 2 7 9 m .  (€-22.500)231nm. (C928.000) .~:CDC13/TEIS : 8,66 

(H2,s,1LH) 8.32 (He,s,lE) 8,1-7,0 (H-aromatiques8m,22H) 6,75 (H- 

aromatiques82H) 6,70 (Hl,8d,J1,2,-58z, 1H) 5,57 ( H 2 . 8 t , J 2 , 3 , =  582, 1H) 

4,76 (H3. ,OH3, ,m,ZH) 4838 ( H4, ,m,lH) 3,70 (=H3,S,3H) 3852 (H5 ,5",m82H). 

Ilo-it~l-5 b e n z o ~ 1 - H ~  &-D-arabinofuraaosyl-9 addnine 12. - 
One so lu t ion  contenant 400 mg (1,08 mmol .  ) du compose 9 e t  650 mg 

(2,16 m o l . ) d e  chlorure de monomethoxytrityle dans 7 mldepyr id ine  anhydre 

estagitee &temperature ambiantedurant22heures  h l ' a b r i d e l ' h u m i d i t g e t  

de l a  lumihre .  Apres addi t ion de 25 m l  d 'eau glacee,  l e  melange react ionnel  

est extrait a u  chloroforme (3xl5 m l ) ,  l a  phase organique est sechee sur 

sulfate de sodium, f i l tree,  evaporee p u i s  co6vaporee a u  toluene (2x10 m l ) .  

Le residu est chromatographie s u r  colonne de gel de silice (e luan t  : 

CHC13/MeOH/Et3N, 98/l/l,  v/v/v). Le compos6 12 ea t  obtenu avec un rendement 

de 70 %. R f  - 0,34 ( e luan t  : cECl,/MeOH, 90/10, v/v ) . Analyse calc . pour  : 

C37H34N506 : C a l c .  C : 68,70 H : 5,35 N : 1 1 , O l .  Tr.  C : 69,05 H : 5.28 N x 

10,88. U.V.  : Xm,(Ethanol 95) : 280 nm. ( C  = 13.900) 231 m. ( 4  - 18.200). 

- 

- 

F W 4  : C D C 1 3 / ~  : 8,50 (H2,S,1H) 8,33 (H8,S81H) 8,16-6 , 96 ( H- 

aromatiques,m817H) 6,70 (H-aromatiquea.d82H) 6,43 (Hl,,d8Jl,2,- 482. 1H) 

4840 (H2v3e8m82H) 4.10 (H4,m,lH) 3870 ( 0 ~ 3 , S , 3 H )  3843 (H5,5w8m,28). 

n0~dtho*rityl-5 ' tribe-1-2 ' 3 * , ti6 &?-D-arabinofuranoayl-9 adenine 

13. - 
Une  s o l u t i o n  contenant 200 mg (0 ,31 -1. ) du compos6 12, 146 mg 

( 0,69 mmol.  ) d'anhydride benzolque, 13  mg ( 0,lO mmol .  ) de dimethylamino-4 
- 

pyridine dans 2 m l  de py r id ine  anhydre eSt a g i t e e  h temperature ambiante 

durant 1 h 15. Apres add i t ion  de 30 m l  d'hydrogenocarbonate de sodium 

aqueux, l a  so lu t ion  est extraite au chloroforme (3x15 ml), sechee s u r  

sulfate de sodium, f i l t r e e ,  dvaporee, coevaporee au toluene (2x10 ml). La 

r e s i d u e s t p u r i f i e  su rco lonnede  g e l d e  silice(61uantCHC13/hexane/Et3N, 

80/19/1, v/v/v). Le compos9 13  eat obtenu avec un rendement de 90 % aprOs 

precipitation d a m  l'hexane. Flf = 0,25 ( e luan t  CHC13/&ther, 90/10, v/v). 
- 
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4 3 4  BARASCUT, LAZREK, AND IMBACH 

Analyse calc. pour : C51H42L1508 : Calc. C : 71,80 H : 4,93 N : 8,04 : Tr. C : 

71,918 : 4,93N : 8,22. RMN : CDCl3/'IWs : 8,76 (H2,S,1H) 8,30(H8,S,1EI) 8,30- 

7,lO (H-aromatiques,m, 27H) 6,83 (El, , d, J1, ,= 4-8 1H) 6 , 70 ( H- 

aromatiques8d,2H) 6,03 (82,3,8m,2H) 4850 (H4,,m81H) 3873 (mH3,S,lH) 

(Hsv 5mam82H) 

3863 

6 TXibeIUayl-2' 3 ', &-abif-l-9 ad- 6 .  - 
On dissout 200 mg (0,24 mmol. ) du compose dane 9 ml d'un dlange 

chloroforme-methanol (7/3, v/v) contenant 2 % d'acide benzene sulfoniquc, 

la reaction est agitee pendant 20 mn a OmC. 10 m l  d'hydroghocarbonate de 

sodium aqueux, sont additionnes, le melange est extrait au chloroforme (3x8 

ml) . La phase organique est lade avec 10 ml d'hydrogenocarbonate de sodium 
aqueux, de l'eau ( 3x10 ml), aechee sur sulfate Be sodium, filtrde, &vapor40 

sous pression reduite. Le residu est purifie Bur colonne de gel de silice 

(eluant : CHC13/MeOH, 99/1, v/v). Le produit 6 eat obtenu avec un rendement 

de 95 % aprb cristallisation dans l'ethanol. Rf = 0,14 (8luant 

~c13/MeOHr98/2,v/v). P = 135-137°C(Ethanol) (lit.( 14) : 139OC). Analyse 

calc. pour : C31H24N507 : calc. C : 64,24 H : 4,14 N : 12,08. Tr. C : 64,20 H : 

4,02 N : 12810. 0.v. : km,(Ethanol 95) : 278 nm. ( €  - 24.000) 231 nm. ( Q  = 

41.300). RMN : CDC13/lms x 8,66(H2,S,lH) 8,53 (He,S,lH) 8,30-7,lO (H- 

aromatiques,m, 15H) 6,80 (El,, d, J1, 4.30 

- 

,= 4Hz, 1H) 6,06 ( H2, 3, ,m, 2H) 

(H4,,m,la) 4,06 (H5.5,..m.2H). 

g - C h O r O q h e p y ~ S p b a b - ~  ' (Hono&thOXytrityl-S ' dibeuoyl-2 I, I8 --A) 

de trifiylarronim 8.  - 
On prepare, in anu, une solution d ' o-chlorophenylphosphorodi- 

(triazol-l,2,4 ide ) (12 ) dans 1 m l  de pyridine anhydre, h partir de 100 mg 

(0,048 mmol. ) d'o-chlorophenylphosphorodichloridate, de 162 mg (2,347 

mmol .  ) de triazole-l,2,4. Aprh 20 minutes d'agitation h temperature 

ambiante, 00 mg (0,107 -01. ) du compose 7 sont ajoutea, l'agitation eat 
poursuiviedurant20mn, onadditionneensuiteune solutioncompoaeede 0 , 7 5  

ml de triethylamine, 0,5 ml d'eau, 0,5 ml de pyridine. La reaction eet 

arreteelOmnapr&s, en ajoutant emld'hydrog6nocarbonatede sodiumaqueux. 

- 
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SYNTHESIS OF ARA-A OLIGONUCLEOTIDES 435 

x.e melange est extrait avec du chlorofonne ( 3x8 m l )  . La phase organique eat 
s4chee s u r  s u l f a t e  de magn4sium, f i l tree,  evaporee, c d v a p o r 4 e  au to luene  

(2x5  m l ) .  Apres p u r i f i c a t i o n  s u r  colonne de g e l  de eil ice ( b l u a n t  I 

cEC13FleOtI /Et jN,  98/2/o,l, v/v/v) l e  compose 8 eat obtenu avec un rendement 

de 95 %, apres p r e c i p i t a t i o n  dans l 'ether de petrole. Rf = 0,11 (Bluant  

~ C l @ e O H ,  90/10, v/v)-  U.V. : kmar(€thanol 95) t 278 NP. ( d  = 20.700) 232 

NP. ( € = 3 3 . 5 O O ) . M  : CDCl,/!CMS : 8 , 7 0 ( H 2 , s , l H )  8,12 (H8,S,lH) 8 , l O - 7 , 0  (H- 

- 

axomatiques, m, 26B ) 6,82 ( H1, d, J1, 2 ,  - ~ B z ,  18 ) 6,76 ( H-aromatiquea , m, 2B) 

5.98 (H2,dd,J2,3.=2,25Hz, lH)5,18 ( H 3 . , m , 1 H )  4,64 ( H 4 , , m , l H )  3,72 

( -3 ,aa  3H 1 3857 ( Hg 15" 2H 

-re ara A p Ara A 14 -Meme& protege. 

A une s o l u t i o n  du phoaphodieeter  8 ( 106 mg, 0,103 n m ~ o l .  ) et du tri- 
benzoyl-2*,3',N6 Ara A 6 (58 mg, 0,100 nrmol.) dane 0.5 m l  de pyr id ine ,  on 

a j o u t e  l e  &s i ty lbne  sulfonyl-1 n i t ro-3  triaeole-l,2,4 ( 91 mg, 0,307 

m o l .  ). ~a r e a c t i o n  est  arretee apres 45 mn d ' a g i t a t i o n  h temperature 
ambiante, en a j o u t a n t  0 ,2  ml d 'hydrogenocarbonate de sodium. AprOa 10 mn, l a  

s o l u t i o n  obtenue est versee  s u r  1 2  m l  d'hydrogenocarbonate de sodium, p u i s  

extraiteauchloroforme(4xlOml). Laphaseorganiqueestsechee e u r  s u l f a t e  

de magnesium, f i l t ree ,  evaporee, coevaporee a u  to luene  ( 2x5 m l ) .  Le r ee idu  

est f r ac t ionne  s u r c o l o n n e d e  g e l d e s i l i c e ( b 1 u a n t  I CHC13/MeOH/pyridine, 

9 9 / l / O , l ,  v/v/v). Le dimere 14  est obtenu avec un rendement de 83 % aprbs 

p r e c i p i t a t i o n  dans l 'ether de petrole. Rf = 0,57 I deux diaat4r~oisoa&rea 

( e l u a n t  CHCl,/neoH, 95/5, v/v). 

- 
- 

- 

- 

Did&-  ( o H g . ) b r a A p P a A 1 8 p r 0 t d g 6 .  - 
Le dimere Ara A p Ara A 14  completement bloque ( 190 mg , 0,122 mmol  . ) 

e a t  d i ssous  dana 9 ml d'un melange chloroforme-m4thanol (7-3, v/v) 

con tenan t2  Od 'ac idebenzene  su l fonique .  La So lu t ion  r e s u l t a n t e e s t  agitee 
a temperature  ambiante durant  20 mn p u i s  vereee dane 6 ml 

d'hydrogenocarbonate de sodium aqueux, e t  l e  p r o d u i t  eat extrait a u  

chloroforme (3x10 m l ) .  Les phases organiques eon t  raesembldee, lavees a 
l'eau ( 2 x 5  ml ) ,  sechees s u r  s u l f a t e  de sodium, filtrees, evaporeee sou8 

- 
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4 36 BARASCLJT, LAZREK, AND IMBACH 

pression reduite. Aprea purification aur colonne de gel de s i l i ce  (eluant x 

CECl,/MeOH, 98/2, v/v), l e  dimere 18 est obtenu avec un rendement de 90 % 

apres precipitation dans l 'ether de petrole. Rf - 0,27 e t  0.33 ; deux 

diastereisomeres (eluant : CEC13/MeOH, 95/5, v/v) . 
- 

Ara A p bra A (Oa, , )  15 protegb. - 
A une solution du phosphodiester 8 (130 mg 0,125 mmol.) e t  du 

dibenzoyl-2', N6 Ara A 5 ( 6 7  mg, 0.141 mmol. ) dane 0,6 m l  de pyridine, on 

ajoute l e  Msitylene sulfonyl-1 nitro-3 triazole-l,2,4 ( 111 mg, 0,375 

mmol. ). La reaction est  arretee apres 45 mn d'agitation en ajoutant 0,3 m l  

d'hydrogenocarbonate de sodium aqueux. Apres 10 mn, l a  solution est  versde 

sur 10 m l  d'hydrogenocarbonate de sodium aqueux, puis extraite au 

chloroforme (4x10 m l ) .  L a  phase organique eat s4chee Bur s u l f a t e  de 

magnesium, f i l t ree ,  evaporee e t  coevaporde au  toluene (2x5 m l ) .  Le residu 

est  fractionne surcolonnedegelde sil ice(4luant I CHCl3/Me0H/Et3N, 

98/1,8/0,2, v/v/v). Le dimere 15 eat obtenu avec un rendement de 75 % apree 

precipitation dans l 'ether de petrole. Rf = 0,40; deux diastereoisombres 

( eluant CHCl,/MeOH, 95/5, v/v) . 

- 
- 

- 

R m  Ara A 17 -14tmnt protege. - 
A une solution du phosphodiester 16 ( 2 0  mg, 0,016 mmol.) e t  du 

tribenzoyl-2'3', N6 AraA 6 ( 9  mg, 0,015 mmol.) dan8 0 , l  m l  de pyridine, on 

ajoute le  es i ty lene  sulfonyl-1 nitro-3 triazole-1,2,4 (15 mg, 0,049 

m o l .  ) . La reaction est  arretee apres 45 mn d * agitation en additionnant 0 , l  

m l  d'hydrogenocarbonate de sodium. A p e s  10 mn d'agitation, l a  solution 

obtenueestverseesur6mld'hydrogenocarbonatede sodium, puis extraite a u  

chloroforme (4x6  m l ) .  La phase organique est  sdchee Bur sulfate de 

magnesium, f i l t ree ,  Bvaporee e t  coevaporee au toluene (2x3 m l ) .  Le r 4 s i d u  

e s t f r a c t i o n n ~ s u r c o l o n n e d e g e l d e s i l i c e ( ~ l u a n t  :CHC13/Et3N, 99,9/0,1, 

v/v). Le trimere Ara A 17 es t  obtenu avec un rendement de 50 % a p r h  

precipitation dans 1'8ther de petrole. R f  = 0,51 ; 0 ,68  quatre 

diaat6reoisom&res (eluant CECl,/MeOEf, 95/5, v/v) . 

- 
- 

- 
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SYNTHESIS OF ARA-A OLIGONUCLEOTIDES 437 

T e e  mra A 19 mmpl&terent pot-. - 
A une solution du phosphodiester 16 (71 mg, 0,041 mmol.) et du 

dimere detrityld 18 (50 mg, 0,040 mmol. ) dans 0,2 ml de pyridine, on ajoute 

le mesitylene sulfonyl-1 nitro-3 triazole-l,2,4 ( 37 mg, 0,0124 mmol. ) . La 
reaction est arretee apres 45 mn d'agitation en ajoutant 0.1 ml 

d'hydrogenocarbonatede sodium.Apr&slOmn, lasolution obtenue estversee 

sur 6 ml d'hydrogeno-carbonate de sodium, puis extraite au chloroforme (4x6 

ml). La phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtree, 

evaporee, coevaporee au toluene (2x5 ml). Le residu est fractionne sur 

colonne de gel de silice ( eluant : CEc13/MeOE/F+yridine 98/2/0,2 v/v/v) . Le 
tetramere Ara A 19 est obtenu avec un rendement de 82 % aprbs precipitation 

dans l'ether de Htrole. Rf = 0'40 (eluant CHC13/MeOE, 95/5, v/v). 

- 
- 

- 

Deprotection et pur i f i ca t ion  du d.h&re 15, du tridre 17 et du tetrambre 19. - - c 

a) Deprotection : 

Une solution de (0,020 mol.) d'oligonucleotide totalement 

protege, ( 0 , 3 M )  de nitro-4 syn-benzaldoxime et ( 0 , 3 M )  de N,N,N,N- 

tetramethyl-1,1,3,3 guanidine, dans un melange dioxanne-eau (4 m l ,  1/1, 

v/v) est agitee durant 4 heures h temperature ambiante. Au bout de cette 

periode, on ajoute 5 gouttes de N,N,N,N-tetrm&thyl-1.1,3,3 guanidine, et 

lasolutionestagiteependant16heures supplementaires. Aprbs dvaporation 

sous pression reduite, on ajoute h la gomme obtenue 5,4 ml d'ammoniaque 

concentre ( 20 %), cette solution eat chauffee 24 heures h 5OoC dans un tube 

scelle. Le melange reactionnel brut eat neutralise par la resine Dowex 50 w- 
X2 (pyridinium), la resine est filtree, lavee h l'eau (3x20 ml) h 1'EtOE 

( 3x20 m l  ) . La phase eau-ethanol est evaporee h sec. Le rdsidu eat dissous 

dans 40 m l  d'eau. La phase aqueuse est lavee h l'ether (10x30 ml), puis 

evaporee sous pression reduite. Au rgsidu obtenu, on ajoute 4 ml d'acide 

acetique aqueux il 80 8 .  la solution ainsi formee est agitee h temperature 

ambiante durant 1 h 15 mn, puis dvapor4e avec de l'eau jusqu'h pH neutre, 

puis successivement lavee avec du chloroforme (15x30 ml) et de l'ether 

ethylique ( 5x20 m l  ) . La phase aqueuse est dvaporee sous pression r4duite. 
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438 BARASCUT, LAZREK, AND IMBACH 

b) Purification 

Le r e s i d u  obtenu precedennuent est chromatographie s u r  colonne 

(1,5~l5cm)deDEAE-SephadexA-25(fonneHC0~ ). L ' e l u t i o n  e a t  effectuee 

avec un tampon aqueux d'hydrogenocarbonate de tri6thylanrmonium ( p H  - 7 , 5 )  

s e l o n  un g rad ien t  l i n e a i r e  de l f 3 M  8 1 M .  Dea f r a c t i o n s  de  11 ml s o n t  

collectees, celles q u i  cont iennent  l e o l i g o n u c l ~ o t i d e  s o n t  r eun ie s ,  

evaporees. sous p re s s ion  r e d u i t e ,  coevaporeee c i n q  fois avec de 1 eau, p u i s  

lyohilisees. 

- 

Le dimere 4, le trimere 3 e t  tetrambre 2 s o n t  obtenus avec des  

rendements respectifs de  93 %, 93 % et 95 %. Notons que ces rendements o n t  4t6 

c a l c u l e s  par mesure de d e n s i t e  op t ique .  

- - - 

A B C 

2 0,47 0 ,24  0.50 

3 0 ,52  0,37 0,50 

4 0,57 0.58 0,61 

- 
- 
- 

A - isopropanol/NH3/eau (7/1/2 I v /v)  

B - AMOX ( lH) /E tOH 95 (2/@ 1 v/v)  
C = isobutanol/NH3/eau (66/33/1; v /v)  

D1-m -m 
A u n e s o l u t i o n d e l * o l i g o n u c l 6 o t i d e ( 3 - 4 ~ n i t & i A ~ ~ ~ )  dans 25 p i  

d'eau, on a j o u t e  successivement 5 &l d'une  s o l u t i o n  aqueuse 0,l M de ch lo ru re  

de  magnesium, 5 &l d'une s o l u t i o n  aqueuse lM t r i s - H C 1  ( p H  - 8 , 9 ) ,  Bop1 d ' eau  

e t  2 g1 de solut ion-stock de phosphodiesterase de venin de crddus durisws 

terrifkus. La eo lu t ion  abtenue e a t  incubee a 37 OC du ran t  36 heuree p u i s  chauf fee 

8 8 0 ° C  durant  2 minutes pour dena tu re r  l'enzyme. L'hydrolisat eat  

directement  ana lyse  pax ClHP t on t roupe  deux p i c a  correapondant 

respectivement a u  nuc leo t ide  et au  nucleoaide ( v o i r  TABLEAU I ) . 
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1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6.  

7 .  

8 .  

9. 

10. 

11. 

12. 

13. 

14. 

Aucun oligonucleotide de 1'Ara A n 'ava i t  ete rapport6 dans la 
litterature. Cependant, durant l'elaboration de ce travail (H.B. 

Lazrek, These d 'Etat ,  Dec. 1982), C. G i o e l i ,  J .B .  Chattopadhyaya, 

A.F. D r a k e  e t  B. Oberg o n t  publie l a  s y n t h b e  du trimere de 1'Ara A 

(Chem. Sc r ip t a ,  1982, 19, 13-17) par une voie d i f f e r e n t e .  
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