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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 7(4), 431-455 (1988) 

OLIGOTHYMIDYLATES SUBSTITUES PAR UN DERIVE DE L'ACRIDINE 
POSITION 5'. A LA FOIS EN POSITION 5' et 3' 
OU SUR UN PHOSPHATE INTERNUCLEOTIDIQUE 

EN 

U. Asseline et N.T. Thuong 

Centre de Biophysique Moleculeire, CNRS, 45071 Orleans Cedex 2, France 

Abstract : Oligothymidylates covalently linked to an acridine deriva- 
t i v e  (2-methoxy-6-chloro-~-aminoacridine) have been synthesized by the 
phosphotriester method in solution. The substitution has been carried 
out at the 5' position, both at the 5' and 3' positions or on an 
internucleotidic phosphate. A polymethylene linker was used to tether 
the acridine derivative via its 9-amino group to the terminal or inter- 
nucleotidic phosphate. 

INTRODUCTION 

Afin d'obtenir des substances possddant 8 la fois une forte affi- 

nit& et une haute specificit6 vis-8-vis d'une sequence d'acides nuclei- 
ques en vue de les utiliser pour reguler l'expression d'un gene prkala- 
blement choisi, nous avons synthetise (1) des oligothymidylates 1 dont 
le phosphate en position 3' terminale est lie B la methoxy-2 chloro-6 
amino-9 acridine par l'intermediaire d'une chafne polymethylhe de 
longueur variable. Les resultats des etudes physico-chimiques (2) ont 
permis de montrer que ces composes foment des complexes specifiques 

avec lea sequences nucleiques complbmentaires et que la presence de 
l'intercalant stabilise les complexes formks. Afin de determiner la 
position de la substitution par l'intercalant conduisant 8 la stabili- 
sation optimum nous avona greffe le groupe methoxy-2 chloro-6 amino-9 
acridine (Acr) sup des oligothymidylates en position 5' 2 8 la fois en 
position 5'et 3' 2 et Bgalement par l'intermediaire d'un phosphate 

internucleotidique 2. 
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432  ASSELINE AND THUONG 

0 
I H c i - O - % >  n 0 (-CH2)m-Acr (TP), (CH21mAcr n=3,4,8 et 12 

m=3,4,5,6 
L' 

0 -' T 
Acr(CH 1 (PT), n=2,4,8 - 2 Acr-(CH~)50[~-O~ 0 -3 n H 

2 5  

n=4.8 

Acr = 

0 Me 
H-H 

$CNEt=(p-chlorophenyl B -cyanoethyl)phophodiester ; fi=p-chlorophhyl- 

phosphoester ; T=thymidine, TBz= O-benzoyl-3'thymidine, DMTrT= 0-dime- 

thoxytrityl-5'thymidine, DMTrTp= 0-dimethoxytrityl-5'thymidine 3'-phos- 

phomonoester, MSTe= mesitylene sulfonyltbtrazolide ; Py= @ ; ABH- 

DBU = acide benzohydroxamique diaza - 1 8 bicyclo [5,4 I 0 1  und6c6ne-7. 
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 433  

RESULTATS ET DISCUSSION 

1) Oligothymidylates substitues par le groupe "intercalant" en position 5' 

Pour relier l'intercalant A l'oligonucleotide en position 5' nous 

avons choisi un "bras" de couplage comportant cinq methylenes. Ce choix 
a 6tB dicte par les informations donnees par le modele moleculaire CPK. 

Pour acceder aux oligothymidylates porteurs du groupe Acr en 
position 5' 2, le schema de synthese le plus simple en theorie (schema 
I) consistait il coupler la fonction hydroxyle 5' d'un oligonucleotide 
avec le phosphodiester porteur du groupe intercalant 8. 

Ce dernier a bte facilement obtenu par couplage de l'agent inter- 
calant 5 (1) avec le (p-chlorophenyl 2-cyano6thyl)phosphate 6 ( 3 )  suivi 
de la decyano6thylation du triester obtenu 1. Cependant la tres faible 
solubilite du compose 8 dans les solvants organiques, y compris la 
pyridine, n'a pas permis de poursuivre la synthese. Ce fait nous con- 
duit donc B preparer un oligonucleotide comportant un groupe arylphos- 
phodiester en 5' puis A le coupler avec l'agent intercalant (schema 
11). L'introduction du groupe arylphosphodiester en 5' d'oligothymidy- 
late a Bt6 realisbe en une seule Btape par action du p-chlorophenyl- 
phosphopyridinium 2 (4) (obtenu par addition du (methyl p-chlorophe- 
ny1)chlorophosphate sur la pyridine) en exces sur l'hydroxyle 5' d'un 
oligonucleotide protege lo ( 3 ) .  La reaction est rapide et conduit 
quantitativement aux oligonucleotide 5'-phosphodiesters correspondants 
- 11. Ces composes qui sont isoles par simple extraction sont suffisam- 
ment purs pour 6tre utilises tels quels dans 1'Btape suivante. Le 

couplage des oligonucleotide 5'-phosphodiester 3'-benzoyl&s 11 (n=2,4 
et 8) avec le compose intercalant 2 (1) conduit aux oligonucleotides 
totalement proteges porteurs du groupe intercalant en position 5' 12. 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
9
:
1
1
 
2
7
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



4 34 

SchCma I1 

ASSELINE AND THUONG 

2 )  Oligothyrnidylates bisubstitues par le groupe "intercalant" en posi- 

tion 5' et 3'  

Par analogie avec les travaux de Le Pecq, Roques et al. (5,6) qui 
ont montre que les bisintercalants forment des complexes avec les ADN 
en double helice beaucoup plus stables que les monointercalants nous 

avons greffB deux groupes acridines aux extremites 3 '  et 5' d'oligothy- 
midylates. La synthgse a BtB realisbe selon le schema 111 qui consiste 
B introduire dans une premiere &tape le groupe p-chlorophhylphospho- 
diester en 5' d'oligothymidylate 3'-cyano~thylphosphotriester 12. L'B- 
limination du groupe cyanobthyle des compos6s 14 obtenus conduit aux 
derives 3',5'-bisphosphodiesters 3. Le couplage de chacun des bisdies- 
ters 5 avec un excgs de m6thoxy-2 chloro-6( w-hydroxypentylamin0)-9 
acridine 2 conduit aux triesters bisubstitues 16. 

3) Octathymidylate substitub sur le quatrigme phosphate par la methoxy- 
2 chloro-6 (pentylamino)-g acridine 2 

Cette synthese est plus complexe que celle des composes prec6- 
dents. En effet, il faut preparer un oligonucl6otide dont les fonctions 
hydroxyles en 5' en 3'  sont protegees et qui possgde un groupe phospho- 
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 

Schema 111 
(TfiIn CNEt 

I p  
n=4,8 

2, MSTe 
+ 

Acr(CH2)5fi(Tfi)n(CH 2 5  ) Acr 

ABH - DBU 1 
Acr ( CH2 ) 5p ( Tp In ( CH2 1 5Acr 

43 5 

- 13 

16 - 

2 

diester internuclkotidique. L'intermediaire clB de cette synthese qui 
est le compose 20 a bte prepare selon le schema IV. Par action du 
phosphopyridinium (7) (obtenu par dissolution du methyldichlorophos- 
phate dans la pyridine)sur la O-dim6thoxytrityl-5'thymidine 18 on 
obtient apres un traitement avec de l'eau le 5'-dimethoxytritylthymi- 

dine 3'-phosphomonoester 9 avec un rendement voisin de 80 % apres 
purification. Le compose 9 soumis A l'action des monophosphatases 

alcalines libere un compose identique la 0-dimhthoxytrityl-5' thymi- 
dine. Ce qui confirme la presence d'un groupe phosphomonoester en 
position 3' du compose 2. Le couplage du mononucleotide phosphomonoes- 
ter 3 avec l'hydroxyle 5' du tetranucleotide 3'-benzoyle lo en prk- 
sence de chlorure de triisopropylbenzhe sulfonyle (TpSC1) dans la 
pyridine conduit au pentanucleotide 20 dont le premier phosphate inter- 
nuclbotidique est sous forme diester. Le TpSCl a BtB utilise & la place 
du MSTe pour limiter la formation de l'oligonuclbotide ramifi6 DMTrTp 
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436 ASSELINE AND THUONG 

Schema I V  

1- DMTrT 2 
2- H20 

- 19 
1 

DMTrTp 

DWrTp (Tfi I 3TBz - 20 

Dmr (Tfi) 3Tp CH2 I5Acr] (Tfi ) 3TBz - 24 

1- ABH-DBU 

2- 0HB I 3- H @  
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 437 

[ ( T f i ) 3 T B ~ ] 2 .  a 
6th isole avec un rendement de 65 %. Le couplage de ce dernier avec un 

exces de compose 2 donne le pentanucleotide triester porteur du 
groupe intercalant sur le premier phosphate internucleotidique. Cette 
reaction de couplage qui est tr6s lente conduit A la formation d'une 
quantite importante du sulfonate du compose bras-intercalant. Cependant 
le rendement du couplage peut 6tre ameliore en ajoutant au cours de la 
reaction des quantites supplementaires de reactif de couplage et de 
compose bras-intercalant 2. Enfin, le couplage du pentanucleotide tri- 
ester ddtrityle 22 (obtenu par detritylation du compose 2) et du 
trinuclhotide 3'-phosphodiester 3 conduit l'octanucleotide triester 
totalement protege 2. 

Apres purification sur silice le pentanucleotide 20 

La deprotection des oligothymidylates 12, 16 et 24 comporte une 
Btape commune qui est la desarylation des groupes phosphates par le 
systeme acide benzohydroxamique-DBU (1). Les oligonucleotides 16 com- 

portant le groupe acridine en 5 '  et en 3'  donnent directement les 
derives deproteges 2. La deprotection totale des composes 2 substitues 
par le groupe intercalant en position 5' necessite apres la desaryla- 
tion des groupes phosphates de debloquer (dbbenzoylation) la fonction 
hydroxyle pour 
Bviter la rupture de la liaison -C-N du groupe "bras-acridine". Apres 
desarylation et ddbenzoylation l'octathymidylate 24 substitue sur le 

&me phosphate par le groupe acridine est detrityle par l'acide aceti- 
que . 

en position 3' par un paitement fortement alcalin (1) 

k 9  

4 )  Caractdristiques chromatographiques des produits synthetisks 

L'utilisation du couple acide benzohydroxamique-DBU en milieu 
aprotique permet la desarylation selective des trois types de composes 
decrits sans degradation appreciable de ces molecules. A titre d'exem- 
ple le chromatogramme du melange brut obtenu apres deprotection totale 
(desarylation puis debenzoylation) (fig. 1) de l'octanucleotide 12 (n=8) 
rnontre un pic principal ( =  90 % quantifids par integration) qui corres- 
pond a l'octathymidylate 2 (n=8) et un pic d'intensitk beaucoup plus 
faible (<7 ,%) qui correspond B un compose moins ionique. Ce produit 
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TEMPS DE RETENTION EN rnn 4 

Figure 1 : Chromatogramme du melange brut obtenu apres dbprotection de 
l'octanucleotide (n=8). Colonne polyanion HR 5/5 (Phar- 
macia). Eluant : KH2P04, pH 6 pendant 10 minutes 
puis gradient de h 0'3 M en 20 minutes. 

secondaire qui comporte A la fois de la thymidine et l'acridine a un 
temps de retention identique h celui du tetranucleotide Acr(CH ) (PT)~. 
Ce compose provient probablement de la fraction de tbtranucl8otide lo 
(TB) TBz n'ayant pas reagi au cours de la preparation de l'octanucleo- 
tide lo DMTr (Tb).,, TBz. 

2 5  

3 

Aprea purification par chromatographie sur colonne Bchangeuse 
d'ions puis en phase inverse la purete et la structure des composes 2, 
- 3 performance, 
et par les resultat8 des degradations enzymatiques. Les analyses par 
chromatographie liquide h haute performance par &change d'ions et en 
phase inverse realisees h deux longueurs d'onde (254 nm et 425 nm) ont 
confirme l'homogeneit8 des composes 2 et 2 (tableau I). Lee temps de 
retention obtenus par &change d'ions (figure 2) augmentent avec le 
nombre de phosphodiesters de l'oligonucleotide. 

et 2 ont BtB confirmees par la chromatographie h haute 
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 439 

Tableau I : Caracteristiques chromatographiques des oligothymidylates 

lies au derive de l'acridine 

301 sec - 

624- - 

304seC - 

I I 
I - 240sec 1 
I I 
I - 162seCl 

I I 
I2~-506sec I 
I I 
I - 195-1 

I I 
I - 166secI 

La comparaison des temps de retention des composes "oligonucleo- 
tide-bras-intercalant" 2 et 2 avec ceux des oligothymidylates posse- 
dant le mdme nombre de phosphodiester et dans lesquels le groupe "acri- 
dine" est remplace par un groupe Bthyle non intercalant (Tp)nEt 
(n=4,8,12) (8) (figure 2) montrent que les composes 2 et 2 se compor- 
tent come des oligothymidylates portant une ou deux charges negatives 
en moins. 

Ce resultat peut &re explique par le fait que dans les condi- 
tions de pH utilisees en Bchange d'ions (pH61 l'acridine est protonee. 
Le nombre global de charges negatives apparent de la molecule determine 
le temps de retention. I1 est Bgal au nombre total de goupes phospho- 

diesters diminue du nombre de "groupes acridines". Ainsi lee composes 2 
porteurs de deux groupes acridines ont des temps de retention identi- 
ques (en Bchange d'ion) B ceux des oligothymidylates monosubstitues par 
l'acridine de structure 1 et 2 ayant la mbme valeur de l'indice n. 
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- 

1 I I I I I * 

Temps 
e n  

600 

f 

+ i 
Figure 2 : Temps de retention sur colonne Bchangeiise d'anions des 

composBs + (Tp),,(CH 2 5  1 Acr 1 ; 0 Acr(CH2I5(pTln z ; nAcr(CH2)5p(Tp)n 
(CH Acr * ( T P ) ~ T ~ C ( C H ~ ) ~ A C ~ ~ T ( P T ) ~  et (Tp), Et en fonction de leur 
nombre global de charges negatives. Colonne polyanion HR 5/5 (Pharma- 
cia) (SystX1). 

2 5  

Les deux diastBrCoisom8res ne sont pas sBparBs par ces analyses 
HPLC. Les resultats obtenus par chromatographie sur colonne Bchangeuse 
d'anions montrent qu'ils se comportent come un compose comportant 
environ 4,5 charges negatives (au lieu de 5 calculBes) 

La structure du tetranucleotide porteur de l'intercalant en posi- 
tion 5' 2 (n-4) a BtB vBrifiBe par RMN ( 9 ) .  

5 )  Hydrolyses enzymatiques 

Les Btudes d'hydrolyse enzymatique ont BtB reallsees avec deux 
exonucleases (une exonuclease 5' extraite de la rate de veau et une 
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 441 

1' exonuclease 3 '  extraite du venin de serpent) et par l'endonuclease P 
(Schema V). 

Les composes 2 sont stables vis-a-vis de l'exonuclease 5 '  du fait 
du blocage de l'hydroxyle 5' terminal alors qu'ils sont totalement 
degrades par l'exonuclease 3 '  extraite du venin de serpent en thymidine 
5'-phosphate et en un compose identique au "bras-intercalant" 5. 

L'action de l'endonuclease PI suivie de celle des phosphatases 
alcalines libere la thymidine et le compose Acr(CH ) pT. Ces resultats 
confY~w;.~~fit la deprotection totale de la cha€ne nucleotidique, l'en- 

chalnement 3'-5' des thymidines ainsi que la position du groupe inter- 
calant en 5'. 

2 5  

Les composes 2 sont stables A la fois vis-a-vis de l'exonuclease 
5' extraite de la rate de veau et de l'exonuclease 3'  extraite du venin 
de serpent. 

L'action de l'endonuclease PI conduit en plus de la thymidine 5'- 
phosphate a deux composes fluorescents, different8 du compose bras- 
intercalant 5. Ces deux produits renfermant le chromophore de l'acri- 
dine sont identiques h ceux obtenus lor8 de l'hydrolyse par l'endonu- 
clease PI des oligothymidylates porteurs de l'intercalant d'une part en 
3 '  1 et d'autre part en 5' 2. Apres traitement de l'hydrolysat de 
l'endonuclease P par les phosphatases alcalines nous obtenons d'une 
part deux composes comportant l'intercalant et d'autre part la thymi- 
dine. L'un des composes fluorescents est identique au compose "bras 
intercalant" 2 le second, non degrade par l'action des phosphatases 
alcalines, est hydrolysh par l'exonuclhase 3'  extraite du venin de 
serpent pour conduire au compose "bras intercalant" 5 et h la thymidine 
5'-phosphate. Ces resultats montrent que les composh 2 sont bien 
porteurs de deux groupes intercalants A la fois en 5' et en 3 ' .  

1 

Dane le cas de l'octathymidylate 4 porteur du groupe intercalant 
sur le quatrieme phosphate internucleotidique les hydroxyles 5' et 3'  
terminaux sont libres. De ce fait on observe une certaine activite des 
exonuclkases. L'exonuclease extraite de la rate de veau coupe les 
liaisons 5'-phosphodiester en amont du phosphotriester porteur de l'in- 
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tercalant pour conduire A la thymidine 3'-phosphate et i3 un oligomere 

renfermant le chromophore de l'acridine, stable vis-A-vis des phospha- 
tases alcalines et qui possede un Rf identique a celui du pentanucleo- 

tide TP[(CH-,)~AC~] (TP)~T. Par contre avec l'exonuclkase 3' de venin de 
serpent la degradation de la molecule est plus importante. Nous obser- 
vons la formation des mt?mes produits de degradation que par action de 
l'endonuclease P1. Nous obtenons en plus de la thymidine et de la 
thymidine 5'-phosphate un compos6 renfermant le chromophore de l'acri- 
dine, Apres traitement par les phosphatases alcalines, celui-ci est 
transform6 en un produit depourvu de groupe phosphodiester (CCM : syst 
A, Rf=O,lO ; syst C, Rf=0,33) et renfermant l'intercalant et de la 
thymidine. Ce compose qui est different du 'bras-intercalant' 2 (CCM : 
syst e l  Rf=0,43) est vraisemblablement le dinucleoside Tp[(CH ) AcrlT. 

Cette degradation en aval du groupe phosphotriester obtenue par l'ac- 
tion de l'exonuclease 3' du venin de serpent a d6jA bt6 signalee dans 
le cas de composes comportant la structure alternee mkthylphosphonate- 

phosph ,ester (10). 

2 5  

6 )  Interactions intramoleculaires 

Nous avons deja observe au cours de la preparation des composes 
porteurs de "l'intercalant'' en position 3' L(1) que le couplage du 
groupe "bras-acridine" 5 A l'oligonucleotide provoque des modifications 
spectrales dans le domaine visible de l'acridine. Les effets observes 
varient avec la longueur de l'oligonucleotide. De la mQme maniere la 
substitution du groupe "bras-acridine" en d'autres positions de l'oli- 
gothymidylate induit Bgalement des variations spectrales (notamment un 
deplacement bathochrome du spectre de l'acridine. Ces variations spec- 
trales traduisent des interactions intramolkculaires (empilement du 
groupe intercalant avec les bases). Afin de pouvoir les quantifier et 
ainsi determiner les coefficients d'extinction molaire des composes 
prepares nous les avons degrades par les nucleases appropriees permet- 
tant la liberation du compose bras-intercalant. Ainsi nous avons Btudie 
les modifications spectrales obtenues au cows de l'hydrolyse totale 

d'une part du tetranuclkotide 1. (n=4) par l'action de l'exonucl6ase 3' 
de venin de serpent (fig. 3) et d'autre part du tetranuclkotide bisub- 
stltu6 phos- 2 (n=4) par l'action successive de l'endonuclease P1 des 
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_ - -  t = O  m n  
-.-  t z 2 S m n  
~ t = L O m n  

350 400 450 

Figure 3 : Variations du spectre d'absorption dans le visible et le 

proche W d'une solution de tetranucleotide Acr(CH ) (pT),, 
- 2 (n=4) apres addition ( a  t=O) d'exonuclkase 3'  de venin 

de serpent. 

2 5  

phatases alcalines et d'une exonucl6ase 3 '  (fig. 4). Nous observons la 
formation d'un point isobestique A A =  440,5 nm dans le cas du tetranu- 
clkotide 2 
(n=4) ainsi qu'un hyperchromisme et un deplacement hypsochrome du 

spectre de l'acridine. Dans les deux cas le spectre final aprh diges- 

tion totale est identique h celui de l'agent intercalant 5. A partir de 

ces observations, en prenant comme reference A423 nm : 9750 M-lcm-l 
pour le compose "bras-intercalant" (valeur de €determinee pour la 
quinacrine (11) qui posssde la m6me chromophore) nous avons determine 

une valeur de € 425 pour chacun des composes 2 et 2 (tableau 11). 

2 (n=4) et B A= 452 nm dans celui du derive bisintercalant 
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350 400 450 500 A i n r n ,  

Figure 4 : Variations du spectre d'absorption dans le visible et le 
proche U.V. de l'acridine au cours de la degradation enzy- 
matique d'une solution de tetranucleotide bisubstitue 3 
(n=4) par additions successives de l'endonuclease PI ( -0 -1  
des phosphatases alcalines (-c) et de l'exonuclhase 3'  de 
venin de serpent (-1. Les spectres enregistres correpon- 
dent au melange final des produits obtenus apres action 
complete de chaque nuclease. 
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TABLEAU I1 

CH ) Acr I 423'5 I 8490 
CH ) Acr I 425 I 8125 

2 5  

2 5  
I I I I 

7) Interactions des oligothymidylates modifies avec le poly r(A) 

Les etudes d'interaction des composes "oligothymidylate-bras- 

intercalant" 2, 2 et 2 avec les polynucleotides ont Bte rkalisees par 
spectroscopie d'absorption (12). Les concentrations des solutions d'o- 

ligonucleotides pour lee composes 2. et 2 ont BtB calculees en utilisant 
les valeurs de € decrites precedemment. Dans le cas de l'octathymidy- 

late 2 porteur du groupe intercalant sur le quatrieme phosphate inter- 
nucleotidique nous avons utilise E 425 = 8570 (13). L'interaction des 

composes "oligonucleotide-bras intercalant" avec le poly r(A) est sui- 

vie en Btudiant lea modifications spectrales obtenues dans le domaine 

visible de l'acridine entre 530 et 320 nm en presence de quantites 

croissantes de poly r(A), A basse temperature (2'C) (2). Ces modifica- 

tions spectrales se traduisent d'une facon generale par un hypochromis- 

me et un deplacement bathochrome du spectre de l'acridine (plus ou 

moins importants selon les composes). Les resultate obtenus ont montre 

que pour les trois types de composes etudies 2, 2 et 3 elle atteignent 
une limite lorsque le rapport adenine/thymine dans la solution est 

voisin de un [ stoechiometrie voisine de l(A:T) 1: 1 I. Ce qui confirme 
le nombre de thymines de chacun des composes prepares. En presence de 
poly d(T) le spectre de l'acridine ne varie pas. Ce qui montre que les 
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 447 

composes oligonucleotide-bras-intercalant foment des complexes spkci- 
fiques avec le poly r(A). Une klkvation progressive de la temperature 
dissocie le complexe formk, ce qui se traduit par un hyperchromisme et 

un dkplacement hypsochrome du spectre de l'acridine. Lorsque la tempe- 
rature est suffisamment &levee pour permettre la dissociation totale du 
complexe, le spectre obtenu est identique A celui du compose oligonu- 

cleotide-bras-acridine avant addition de poly r ( A ) .  L'Btude des varia- 
tions spectrales en fonction de la temperature permet de determiner la 
temperature de demi-transition (Tm) (valeur pour laquelle la moitie du 
compose oligonucleotide-bras-intercalant est associke au poly r(A)). 

L'Btude comparative des valeurs de Tm obtenues pour chacun des composes 
permet de determiner ceux qui conduisent A la formation des hybrides 
les plus stables. Ces resultats ont montre que pour des oligonuclko- 
tides comportant un mdme nombre de thymines la substitution par le 
groupe intercalant en position 5' de l'oligonucleotide est lkgerement 
moins favorable que celle en position 3 '  et que la presence d'un deu- 
xierne groupe intercalant ne stabilise pas plus le complexe d'hybrida- 
tion (peut dtre B cause de l'empilement des groupes intercalants) (12). 
Enfin la substitution Bur le quatrieme phosphate internucleotidique par 
le groupe intercalant conduit B la formation de complexes moins stables 

que ceux obtenus B partir des composes 1, 2 et 2. I1 convient de 
remarquer que les deux diast&koisorn&res 2 possedent les deux configu- 
rations stkriques suivantes : 

1 t / T 

Ac r (CH 

Ac r (C H 

COUFIGURATIONS 
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448 ASSELINE AND THUONG 

Des resultats anterieurs (14) ont montrk que la stabilite des hybrides 
formes depend de la configuration des groupes phosphotriesters. Nous 
avons en effet mis en evidence une difference de stabilite voisine de 
25' entre les complexes form& B partir de chacun des stbrkoisomeres 

~P*(R)T~]~(CH~)~AC~ @=Et ou (CH3)3C-CH2q avec le poly r(A). 

Conclueion 

Nous avons prepare plusieurs types de composes "oligothymidylate- 
bras-intercalant" dans lesquels le groupe intercalant derive de la 
methoxy-2 chloro-6 amino-9 acridine est substitue d'abord en position 

5' de l'oligonucleotide 2 (n=2,4,8) puis B la fois en position 5' et 3' 
de l'oligonuclkotide 2 (n=4,8) et enfin sur le quatrieme phosphate 
internuclkotidique d'un octathymidylate. Pour relier le groupe interca- 
lant B l'oligonuclkotide nous avons utilise une chafne pentamethylhe. 
La synthese de ces compos& a Btk realisee selon la methode au phospho- 
triester en solution. La desarylation des phosphates a BtB realisbe par 
le couple acide benzohydroxamique-DBU en milieu polaire aprotique. 
Apr6s verification de la structure et de la purete des composes prepa- 
r&s par HPLC et par degradations enzymatiques nous avons determine le 
coefficient d'extinction molaire B 425 nm des oligothymidylates de 
structure 2 et 2. Come dans le cas des composes de structure 1 la 
valeur de €425 diminue lorsque la longueur de l'oligonuclkotide aug- 
mente. De meme cet hypochromisme est associh B un dhplacement batho- 
chrome des spectres d'absorption de l'acridine. 

A )  Materiel et Mkthodes 

Lee chromatographies sur couche mince de silice (Merck 60 F 254) 
ont kte developpees dans different8 systemes de solvants- 
A : CH2C12/MeOH, 90:lO V/V ; B: CH2C12/MeOH, 85:15 V/V ; 

C : CH2C12/MeOH, 80:20 V/V ; D: CH2C12/MeOH, 75:25 V/V ; 

E : CH2C12/MeOH, 70:30 V/V ; F: iPrOH/NH40H/H20, 70:ZO:lO V/V ; 

G : iPrOH, NH40H/H20, 65:9:15 V/V ; H: iPrOH/NH40H/H20, 85:10:25 V/V ; 

puis rkvelees sous irradiation U.V. B 254 nm (et B 350 nm pour les 
composes comportant le chromophore de l'acridine). 
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 44 9 

Les sucres et le groupement dimkthoxytrityle ont Btb rkveles par 
carbonisation apres pulverisation avec une solution d'acide perchlori- 
que A 10 %. Les groupements phosphates d'aryle ont ete mis en evidence 
par pulverisation d'une solution a 0.5 % de dibromo-2'6 parabenzoqui- 
none-N-chloroimine (DBPNC) dans le methanol en milieu basique. 

Les analyses FPLC ont Ctk realiskes sur un appareil PHARMACIA Fine 
Chemicals equip6 d'un detecteur longueur d'onde variable U.V. 50 
(VARIAN) et d'un integrateur VISTA CDS 401. 

Les analyses HPLC ont BtB realisees 8ur un appareil VARIAN modele 
5000 equip6 d'un ddtecteur A longueur d'onde variable U.V.50 (VARIAN) 
et d'un intkgrateur VISTA CDS 401. 

Les spectres d'absorption ont 6th enregistres avec un spectropho- 
tometre Cary 218 dans des cellules thermoregulees de 1 cm ou de 1 nun de 

trajet optique. 

B )  Syntheses 

I) Composes methoxy-2 chloro-6 (o-hydroxypentylamino)-9 acridine 5 (1) 
11) Oligothymidylates substitues en 5 '  12 (tableau 111) et bisubstitues 

a la fois en 5' et en 3' par l'intercalant 16 (tableau IV) 

1) Oligothymidylates 5'-phosphodiesters 11 et 14 

-4 On ajoute B -2O'C sous agitation 3.10 mole de (&thy1 p-chloro- 
phbnyl) chlorophosphate dans la pyridine anhydre ( 2  ml). On laisse le 
melange revenir B la temperature ambiante. Apres 45 minutes on ajoute 
une solution d'oligonuclCotide 5'-hydroxyle 3'-benzoyle 10 (n=2,4,8) ou 
3 ' (-p-chlorophenylcyanoethyl) phosphate 12 (n=4,8) (10-4<01e) (preala- 
blement sechk par coevaporation avec la pyridine) dans la pyridine 
anhydre (2 ml). Quarante minutes apr& l'addition du triester El la 
reaction est terminee ( R f = O ,  syst A). L'excBs de reactif de phosphory- 
lation est dktruit par addition d'eau glacee. L'oligonucleotide 5'- 
phosphodiester -11 ou fi est extrait avec du chloroforme. 
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ACRIDINE-SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 451 

La phase organique est levee avec une solution de bicarbonate de 
sodium 5 ,% puis avec de l'eau et enfin sechee et concentrke. Le 
residu obtenu precipite sous forme de solide blanc apr6s agitation dans 
l'bther. Les rendements sont voisins de 90 %. 

2) Oligothymidylates bisdiesters 2 

Les oligonucleotides bisdiesters 2 (n=4,8) ont BtB obtenus par 
traitement des oligonucleotides 5'-phosphodiesters 3 ' -  B-cyanokthyl- 
phosphotriester Apr6s une heure ii la 
tempbrature ambiante, la triethylamine est chassee sous vide et les 
oligonucleotides bisdiesters 2 (n=4,8) sont isoles sous forme de 
solide blanc apr6s prbcipitation dans l'bther avec des rendements 
superieurs ti 90 %. 

14 (n=4,8) par la triethylamine. 

3) Oligothymidylates porteurs du groupe "acridine" en position 5' 12 et 
B la fois en position 5 '  et 2' J& 

Par couplage des oligonucleotide 5'-phosphodiesters 2 (16s) 
d'une part et bisphosphodiesters 3 (16s) d'autre part avec un exces de 
compose "bras intercalant" 2 (respectivement l,5 Bq. et 3 6s . )  et en 
operant come dans le cas de la preparation dee oligothymidylates 
porteurs du groupe "intercalant" en position 3'(1) on accede respecti- 
vement aux oligonucleotides porteurs de l'intercalant en position 5' 12 
et bisubstitues 16. Les rendements sont voisins de 75 %. 

I11 Octathymidylate substitub par le groupe intercalant sur le qua- 
trieme phosphate internucldotidique 2 

1) Dimkthoxytritylthymidine 3'-phosphate 19 

On ajoute ti -3O'C et sous vive agitation le methyldichlorophos- 
phate (1,16 mole) dens la pyridine (5 ml) . Nous observons la 
formation instantanbe d'un precipite blanc. L'addition terminee, on 
laisse le melange reactionnel revenir ti la temperature ambiante puia on 
ajoute 3.89 mole d'une solution de dimethoxytritylthymidine 
dans la pyridine (1 ml). Apres 20 minutee de reaction, l'exces de 
chlorure d'acide eat detruite par addition d'eau glacee. 
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452 ASSELINE AND THUONG 

Le produit de la reaction est extrait par du chloroforme (3x15 

ml). La phase organique est lavee avec de l'eau glacee (3x3 ml), s6chee 
et concentree. Le residu obtenu est purifi6 sur plaque de gel de silice 

de chromatographie preparative (eluant : iPrOH/NH40H/H20, 70:20:10 

V/V). Rdt 80 %, Rf=0,67 syst F. 

2 )  Pentanucleotide phosphodiester 20 

Le couplage du tetranuclkotide 3'-benzoylB lo (5 mole) et du 

dimkthoxytritylthymidine 3'-phosphate 9 ( mole) en presence de 

triisopropylbenzhesulfonylchlorure ( 2 mole ) dans la pyridine 

anhydre ( 2  ml) conduit au pentanucleotide 20. Apr6s deux heures et 

trente minutes de reaction, l'excds de reactif de couplage est detruit 

par addition d'eau glac6e. Le melange reactionnel est extrait avec du 

chloroforme. La phase organique est lavee avec une solution de bicarbo- 

nate de sodium a 5 % et avec de l'eau, sechee et concentree, puis 

purifiee sur plaque de gel de sillce de chromatographie preparative 

(eluant : CH2C12/MeOH, 85:15, V/V, puis 80:20, V/V). Le pentanucleotide 

- 20 a Bte isole sous forme de solide blanc avec un rendement de 65 ,% 

(syt B : Rf=0,14 ; syst C : Rf=0,30). 

3) Pentanucleotide phophotriester 21 

I1 a BtB obtenu par couplage du pentanucleotide phosphodiester 20 
(3'87 mole) et du rn6thoxy-2 chloro-6(~-hydroxypentylamino)-9 acri- 

dine 2 (11,61 mole) en presence de MSTe (11,61 mole) dans la 

pyridine anhydre ( l , 5  ml). Aprds 12 heures de reaction on rajoute du 

compose intercalant 5 (5,8 mole) et du reactif de couplage ( 5 , 8  
mole). Aprgs une journee de reaction B la temperature ambiante, 

l'excks de reactif de couplage est ddtruit par addition d'eau glac6e. 

Le melange rhactionnel est extrait avec du chloroforme. La phase orga- 

nique est lavee avec une solution de bicarbonate de sodium a 5 % et 

avec de l'eau, puis sechee et concentree, puis purifiee s u r  plaque de 

gel de silice de chromatographie preparative (eluant : CH2C12/MeOH, 

85:15' V/V) le pentanuclhotide 21 a BtB isole avec un rendement de 65 % 

(syst B : Rf=0,33). 
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4) Octanucleotide 2 

Le couplage du trinucleotide 3'-phosphodiester 3 ( 4 )  (1,2 

mole) et du pentanuclkotide detrityle 22 mole) (obtenu par dbtri- 

tylation dans 

la pyridine anhydre, conduit A l'octanuclkotide 2. Aprt3s une heure de 
reaction, le compose 2 est isolb et purifie par chromatographie comme 
le pentanuclkotide 21. L'octanuclkotide a BtB obtenu sous forme de 

solide jaune avec un rendement de 60 % (CCM : syst A Rf=0,20, syst B 
Rf=0,41). 

du pentanucleotide 11) en presence de MSTe ( 3  10 -5 mole) 

IV Deprotection et purification 

La desarylation et la detritylation ont BtC realisees selon les 

methodes deja decrites (1). 

La debenzoylation des composks porteurs de l'intercalant en posi- 

tion 5' 12 et sur un phosphate internucleotidique If! a BtB realisbe de 

la facon suivante. Le residu obtenu apres desarylation est trait6 a la 
tempbrature ambiante avec une solution de soude aqueuse ( 2  equivalents 

par rapport a la quantite d'acide benzohydroxamique). Apres 2h3O le 

melange reactionnel est neutralise avec de la resine DOWEX 50 (forme 

pyridinium) . 

Apres deprotection totale les composes 1' 3 et 2 ont BtB purifies 
par bchange d'ions sur une colonne preparative polyanion SI-17 pm 
Pharmacia Fine Chemicals HR 10/10 en utilisant des gradients appropries 
en tampon KHZP04 a pH 6. Apr& dessalage sur une colonne Lichroprep RP 

- 18 (40-63 pm) (Merck) les oligothymidylates ont ensuite B t B  purifies 

en phase inverse s u r  une colonne prkparative Lichrosorb RP - 18 (7 pm) 
(Merck). Solvant Z1 : Acetate d'ammonium 0.12 M dans CH CN/H20, 2:98 
V / V ,  pH 5,9. Solvant Z : acetate d'ammonium 0.12 M dans CH CN/H20, 

24:76 V/V, pH 5.9, debit 8 ml/mn, gradient 30 A 70 % de Z2 en 30 mn. 

3 
2 3 
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454 ASSELINE AND THUONG 

V) Dktermination de la puretk et de la structure 

1) Chromatographie en phase liquide 

Nous avons utilisC les methodes et les conditions decrites prec6- 

dement (1). 

2 )  Dkgradations exzymatiques 

Elles ont 6tC rkaliskes dans les conditions dCja  dCcrites (1). 

VI) Determination des coefficients d'extinction molaire 

Elles ont Ct6 r6alisCes comine prkedemment ( 1) en remplacant 

l'exonucl6ase extraite de la rate de veau par celle du venin de serpent 
dans le cas du composk 2 (n=4) et par l'endonuclease PI, les monophos- 

phatases alcalines et l'exonucl6ase du venin de serpent dans le cas du 

derive bisubstituk 3 (n=4). 
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