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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 9(1), 1-19 (1990) 

SYNTHESE DE TETRATHYMIDYLATES LIES DE FACON 
COVALENTE A DES DERIVES DE L'ELLIPTICINE 

Claudie Gautier', Philippe Sizun", Tam Huynh-Dinh', Abdelkader 
Namane', Claude Paoletti" et Jean Igolen' 

+ Unite de Chimie Organique, Departement de Biochimie et Genetique 
Moleculaire, UA-CNRS 487, lnstitut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 
75724 Paris cedex 15, France 
++ Laboratoire de Biochimie, lnstitut Gustave-Roussy, lnserm U140, 
CNRS LA 147, rue Camille Desmoulins, 94800 Villejuif, France 

A b s t r a c t :  Tetrathymidylate has been covalently linked at its 3' 
ex t r e m it y to e I I i p t i c i n e d e r i va t i ve s ( 9- h y d r o xy-L-  2 - m e t h y I e I I i p t i - 
cinium acetate 1 or 9-hydroxyellipticine 2) via a o-aminoacyl arm. 
The synthesis consists of two steps: esterification of the 
oligodeoxynucleotide 3' hydroxyl group with a linear o-aminoacid 
followed by oxidative addition of 1 or 2. Another approach consists 
of forming a phosphodiester bond between the 3' phosphate group of 
a trithymidylate and the 5' hydroxyl group of a thymidine residue 
covalently linked to 2. Both pathways led to the same product as 
shown by HPLC. 

Introduct ion 

La regulation de l'expression genktique, genbralement assuree dans 

l'organisme par la reconnaissance d'acides nuclCiques simple ou 

double brin par des protkines hautement specifiques [l], peut i3re 

envisagee du point de v u e  pharmacologique si I'on dispose de 

molkcules ayant une grande affinitk et une haute specificit6 vis-a-vis 
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2 GAUTIER ET AL. 

dune  sequence de bases donnee. Les oligonuclCotides synthktiques 

constituent, en ce sens, un materiel intkressant et trks prometteur: 

en effet, ils ont CtC utilisCs avec succbs pour modifier la traduction 

ou le couplage entre la transcription et la traduction des ARN 

messagers chez les bactCries [2]. Miller et coll. [3,4] ont Cgalement 

montrC que les oligodCsoxynuclCosides mCthylphosphonates 

pouvaient assurer le  contrdle spCcifique de l'expression des gbnes 

dans les cellules vivantes en intervenant au niveau de la traduction 

ou de 1'Cpissage des ARN messagers. Plus recemment, la fixation 

covalente d'un agent intercalant derive de l'acridine sur des 

oligodCsoxynuclCotides [5,6,7,8] a conduit i des molCcules prdsentant 

une affinitC pour leur sequence complCmentaire accrue par la 

presence de l'intercalant; ces molCcules ont manifest6 des propriCtCs 

biologiques interessantes likes au contrdle de l'expression des gknes 

[9,10]. Dans le meme ordre d'idCe, nous avons synthCtisC des 

oligodCsoxynucltotides lies de faqon covalente B des dCrivCs de 

l'ellipticine: l'acktate de N-2-mCthylhydroxy-9-ellipticinium 1 et 

l 'hydroxy-9-ellipticine 2 (Fig. 1). Ces molCcules intercalantes 

prCsentent une bonne affinitC pour I'ADN double brin [ll] (Kapp de 

l'ordre de lo6 M-') et n'ont pas de spCcificit6 de bases ou de 

sequences de bases. Elles ont CtC fixCes B 1'extrCmitC 3' d'un 

tetramihe d e  thymidine par  l ' intermkdiaire d 'une chaine 

polymCthylBne de longueur variable destinCe assurer un degrC de 

libertC optimum aux deux parties des molCcules obtenues. La 

reaction choisie pour effectuer la liaison entre 1'oligonuclCotide acylC 

en 3' et l'une ou l'autre des molCcules intercalantes permet d'obtenir 

des composCs ayant des propriCtCs fluorescentes. Ainsi, leur 
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TETRATHYMIDYLATES WITH ELLIPTICINES ATTACHED 3 

ditection par fluorescence a CtC possible au cours de  la synthkse, 

puis au cours de 1'Ctude de ]'interaction de ces molCcules avec les 

acides nuclCiques [ 121. 

2 - 1 - 
FIGURE 1 

Rksultats 

La synthkse des tktrathymidylates lies de faGon covalente aux 

dCrivCs de I'ellipticine 1 ou 2 comprend deux Ctapes essentielles: 

l'hydroxyle 3' de I'oligodCsoxynuclCotide protCgC en 5' est estkrifik 

par un o-aminoac ide  linCaire dont la fonction amine est  

temporairement bloquCe. L'Climination des groupements protecteurs 

conduit au tktrathymidylate acylt en 3' par une chaine comportant 

une fonction amine libre. Cette chaine est fixCe sur le dCrivC de 

l'ellipticine 1 ou 2, au cours d'une deuxikme Ctape qui met en jeu le 

caractkre Clectrophile de la forme oxydke des composCs 1_ et 2. 
Le tktramkre de thymidine a CtC synthCtisC par la mCthode classique 

au phosphotriester [13-151. I1 est dCbarrassC de ses groupements 

protecteurs au niveau des phosphates (groupement 0-chlorophknyle) 

et au niveau de l'hydroxyle 3' (groupement benzoyle) par traitement 

par la pyridine aldoximate de tCtramCthylguanidinium (PAO-TMG) 

pendant une nuit puis par I'ammoniaque 5 h i 50°C. Aprks 

purif icat ion par chromatographie en  phase inverse,  l e  

0 -di  mC t h ox y t r i  ty 1 - 5 ' - tC tr  at  h y mid y 1 a te  3 est obtenu avec des 

rendements variant de 80 i 95%. 5 (Fig. 2) est estCrifiC par l'acide 
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4 GAUTIER ET A L .  

N-dimCthoxytritylamino-6-hexanoique dans la pyridine en presence 

de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) [ 16-17] e t  de dimethyl- 

aminopyridine (DMAP) [ 181. Aprbs traitement par l'acide acCtique 

aqueux et purification par chromatographie en phase inverse, le 

tetrathymidylate substituC &a est obtenu avec un rendement de 49%. 

BMTr T T T TOH + DMTr NH (CH,)nCOOH 

3 - n = 5 . 1  O u l O  

r.DCC , DMAP 

2. AcOH 1 

FIGURE 2 

Afin d'Ctudier l'influence de la longueur de la chaPne polym6thylbne 

sur l'interaction des tktrambres de thymidine 1iCs aux derives de 

l'ellipticine avec les acides nucleiques, nous avons pr6parC de la 

mtme faCon, les tCtrathymidylates possbdant une chaine B 7 et 10 

groupements methylbnes. Ainsi &b et c ont CtC obtenus B partir des 

acides N-dimCthoxytritylamino-8- octanoi'que et N-dimCthoxytrityl- 

amino- 1 1 -undCcanoique respectivement avec des rendements de 52 

et 66%. 

L'oxydation enzymatique du dCrivC ellipticinium L, mise au point par 

C. Auclair et C. Paoletti [19] a CtC utilisCe pour former une liaison 

covalente entre 1 et les composCs 5. En effet, la reaction conduit h 
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TETRATHYMIDYLATES WITH ELLIPTICINES ATTACHED 5 

4: - R=TTTp 
( a :  n =  5 

F IGURE 3 

une paraquinonimine trks reactive qui peut subir l'attaque de divers 

nuclCophiles prksents dans le milieu rCactionne1 [20,21]. L'oxydation 

est  catalysCe par la peroxydase en prCsence de  peroxyde 

d'hydroghe dans un tampon phosphate, pH voisin de 7. Dans ces 

conditions, et aprhs purification par chromatographie, basse puis 

haute pression, &a-c conduisent B un composC fluorescent 6 avec un 

rendement de 10% (Fig. 3). La rCaction effectuke avec thymidine 

acylCe 5. (prCparCe dans les m6mes conditions que &) conduit Z i  1 
(Fig. 3) avec un rendement nettement supCrieur (45%), comparable 

aux rendements obtenus avec des amines simples [20]. Le produit 

secondaire le plus important de la rCaction rCsulte de l'addition du 

peroxyde dhydrogkne sur la forme oxydCe de L [19,20]. 

La formation d'une liaison entre le tktrathymidylate acyle &a et 

l'hydroxy-9-ellipticine 2 est rendue plus difficile en raison de la plus 

la 
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6 G A U T I E R  ET A L .  

faible riactivite du produit d'oxydation de 2 vis-a-vis de 

nucleophiles [ 191. De plus, la catalyse enzymatique par la peroxydase 

s'est rCvClCe inapproprike en raison de la faible solubilite du derive 

ellipticine (meme sous forme bromhydrate) en milieu aqueux. 

L'oxydation de 2 peut etre realisbe avec succbs par l'oxyde de 

manganbse [22] dans un melange DMF-methanol (10/0,2). Cependant 

I'addition du nuclkophile &a conduit au compose 12 avec un 

rendement de seulement 2% (Fig. 4). 

TTTTO 
co 

MnO, - 2 + 4 a -  - 
DMF/MeOH 

12 - 
FIGURE 4 

Recemment, Sundaramoorthi et coll. [23] ont montre que l'oxydation 

de 2 par le MnO, en presence d'amines simples conduit aux produits 

d'addition avec des rendements compris entre 65 et 88%. Ce resultat 

nous a amen6 modifier le schCma de synthbse de 12. I1 n'est pas 

envisageable de rkaliser une liaison entre l'hydroxyle 3' d'un 

tetrambre et un derive de 2. porteur d'une chaine B fonction acide 

carboxylique, ce dernier compos6 se. transformant en prCsence de 

DCC (mise en evidence par CCM). Cependant, il est possible dobtenir 

- 1 2  en formant une liaison phosphodiester entre un trithymidylate 

e t  l a  t h y m i d i n e  s u b s t i t u k e  p a r  l e  g r o u p e m e n t  

oxazolopyridocarbazole, & (Fig. 5). Le compose S est prepare par 
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TETRATHYMIDYLATES WITH ELLIPTICINES ATTACHED 7 

2 - 

DMTr 0 
T T T, DMTr II 1. DCC TTTOH + H o y - ~ ~ ~ , ~ ~ , ~ ~  - 

HO 2.NqOl-I 
10 9 - - 

T T T T o  DMTr 

8 + l o -  DCC co 
(CH, - 

\ 

FIGURE 5 1 2  - 
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8 G A U T I E R  ET A L .  

oxydation de  2 B l'aide du MnO, dans le diglyme-mtthanol 

(9/1:v/v) en prCsence de 2. L'addition se fait avec un rendement de 

Le trimbre phosphoryld en 3', 10, est obtenu B partir du 

trithymidylate 5' protCgC, 9, soumis B l'action du phosphate de 

cyanokthyle selon la mCthode dCcrite par Tener [24]; le groupement 

cyanoethyle est CliminC par l'ammoniaque (2 h B 50°C). Le couplage 

entre & (1,5 eq) et 10 s'effectue dans la pyridine, en prCsence de DCC 

[25] et conduit au bout de 24 h B deux nouveaux produits dont l'un 

seulement prCsente des propriCtCs fluorescentes. Ces  composCs sont 

sCparCs par chromatographie en phase inverse. La detritylation de 

1'intermCdiaire fluorescent 11 conduit ii un composC qui possbde le 

mtme Rf en CCM et le mtme temps de retention en CLHP que le 

produit 12 obtenu B partir de &a et de 2. 12 est obtenu de cette 

faqon avec 6,5% de rendement par rapport B 10. 
La puretC des produits finaux et des intermkdiaires lorsqu'ils sont 

solubles dans l'eau a Ctd vCrifite par CLHP en phase inverse. Les 

composCs ont CtC caractCrisCs par leur spectre de masse (mode FAR). 

A. Gouyette et coll. [26] dune part et V.K. Kansal et coll. [22] d'autre 

part, ont montrC que l'addition d'une amine sur le produit 

d'oxydation des dCrivCs 1_ ou 2 de l'ellipticine conduisait B la 

formation d'un cycle oxazole: les dCplacements chimiques des 

protons du cycle polyaromatique des composCs 1 et S sont 

compatibles avec la presence de ce groupement fonctionnel dans nos 

dCriv6s. 

Partie Experimentale 

Les aminoacides proviennent de chez Sigma et sont protCgCs par un 

groupement dimCthoxytrityle selon la mdthode dCcrite par 
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TETRATHYMIDYLATES WITH ELLIPTICINES ATTACHED 9 

Hernandez et coll. 1271. L'acCtate d e  N-2-m6thylhydroxy-9- 

ellipticinium et le bromhydrate d'hydroxy-9-ellipticinium viennent 

de la Sanofi. L'hydroxy-9-ellipticine 2. est obtenue ii partir de son 

bromhydrate selon la mCthode dCcrite par R.W. Guthrie et coll. [28J. 

La peroxydase de raifort provient de chez Sigma, l'oxyde de 

mangangse de chez Aldrich. 

La purification par chromatographie liquide haute performance est 

effectuCe sur un appareil sCrie 3B (Perkin Elmer) muni d'un 

dCtecteur UV LC 75 (Perkin Elmer). L'information et I'intCgration 

sont traitCes par une station de donnCes 3600 (Perkin Elmer). Le 

contrdle de puretC est rCalisC sur un systkme CLHP sCrie 4 (Perkin 

Elmer) pilot6 par une station de donnCes 3600 (Perkin Elmer) et 

muni d'un dCtecteur B barettes de diodes HP 1040 M (Hewlett 

Packard). L'information est traitCe par un microordinateur HP 9000 

sCrie 300 (Hewlett Packard). 

Les spectres de masse sont enregistrCs sur un spectromktre VG 

70-250 equip6 avec un canon FAB. Le voltage daccC1Cration est de 6 

kV. 

Les spectres RMN sont enregistres sur un spectromktre 300 SML 

(Brucker) couplC ii un ordinateur Aspect 3000. Les experiences sont 

rCalisCes ii 25°C dans le d,-DMSO (99,8%); 

rCf6rence interne. L'attribution des d6placements chimiques aux 

diffCrents protons est effectute par dCcouplage homonuclCaire 

sCquen tiel. 

Les mesures d'absorption sont rCalisCes sur un spectrophotomktre 

Uvikon 810 (Kontron). Les spectres sont enregistrCs dans I'eau pour 

une concentration lo-' M. Les dCterminations des propriCtCs de 

fluorescence sont effectuCes sur un spectrofluorimktre SFM 25 

(Kontron). 

le TMS est utilis6 comme 
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GAUTIER ET AL. 10 

O-Dirn6thoxytrityl-5'-tCtra- et trithymidylates 2 et 2 
A une solution de tCtram&re ou de trimihe de thymidine totalement 

protCgCs (0,lO mmole) dans un melange eau-dioxane ( l / l ,  v/v, 20 

ml) sont ajoutCs 0,732 g de pyridine-2-aldoxime (6 mmoles) et 0,744 

ml de N,,N,,N,,N, tCtramCthylguanidine (6 mmoles). Le mClange 

est laissC B temperature ambiante pendant une nuit puis CvaporC i 

sec. Le rCsidu est dissous dans 30 In1 d'ammoniaque i 20% et la 

solution est chauffCe B 50°C pendant 5 h, refroidit et CvaporC B sec. 

Le rCsidu est lave i 1'Cther Cthylique et chromatographi6 sur une 

colonne Lichroprep RP 18 (1,2 x 10 cm) en utilisant un gradient par 

palier de methanol (0 B 50%) dans l e  bicarbonate de 

triCthylammonium (BTEA) 0,05 M, pH 7. Les fractions contenant le 

produit 1 ou 2 sont rassemblCes et CvaporCes B sec. Le r6sidu est 

repris par 5 ml deau et lyophilisC. Le produit dCsirC est obtenu sous 

forme de poudre blanche avec un rendement variant de 80 i 95%. 

0 -(amino- 6 - hexanoy 1 )  -3'-  t6 tra thym idyla te  

150 mg de O-dimCthoxytrityl-5'-t6trathymidylate 2 (0,lO mmole) et 

216 mg d'acide N-dimCthoxytritylamino-6-hexanoi'que ( 0 3 0  

mmole) sont sCchCs par cotvaporation avec 3 x 5 ml de pyridine 

anhydre puis dissous dans 5 ml de pyridine anhydre. 206 mg de 

dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (1,0 mmole) et 61 mg de N,N 

dimbthylaminopyridine (DMAP) (0,5 mmole) sont alors additionnCs B 

la solution. Le milieu est l a i d  sous agitation pendant 6 h i 

temperature ambiante. Apr&s addition d'eau (1 ml), le milieu est 

filtrC et CvaporC i sec. Le rCsidu est repris dans un minimum de 

C H 2C12. L'addition d'6ther Cthylique conduit i la prdcipitation du 

composC qui est filtrC puis dissous dans un mClange THF-mCthanol 

(7/3, v/v) et chromatographic5 sur colonne Sephadex LH20. Les 

&a 
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11 TETRATHYMIDYLATES WITH E L L I P T I C I N E S  ATTACHED 

fractions contenant le produit sont rassemblCes et CvaporCes i sec. 

Le rtsidu est trait6 par l'acide acttique B 80% (5  ml) pendant 20 min, 

B temperature ambiante. On ajoute alors du tolukne et le mClange est 

CvaporC B sec. L'opCration est rCpCtCe plusieurs fois. Le rCsidu est 

purifiC par chromatographie en phase inverse sur une colonne 

Lichroprep RP 18 (1,2 x 10 cm) en utilisant un gradient par palier de 

methanol (0 B 40%) dans l'eau. Les fractions contenant le produit 

sont rassemblees et CvaporCes B sec. Le rCsidu est lyophilisC. On 

obtient 64 mg de composC &a sous forme de poudre blanche 

(rendement 49%). 

De la mCme faSon, la rCaction de 3 (0,150 g, 0,l mmole) avec l'acide 

N-dimCthoxytritylamino-8-octanoi'que (0,230 g,  0,5 mmole) ou avec 

l 'acide N-dimCthoxytritylamino- 1 1 -undCcanoique (0,25 1 g, 0,5 

mmole) conduit B l'O-(amino-8-octanoyl)-3'-tCtrathymidylate, &b 

(0,070 g) et B 1'0-(amino- 11 -undCcanoyl)-3'-tCtrathymidylate c 

(0,095 g) avec un rendement de 52 et 68% respectivement. 

Aprbs passage sur colonne kchangeuse d'ions, Dowex 50W, forme 

NH',, la puretC des produits est vCrifi6e par CLHP sur une colonne 

Nucleosil 5-Cl8, Clube par un gradient d'acetonitrile (5 B 40% en 20 

min.) dans I'acCtate de triCthylammonium 0,Ol M, pH 7. Elle est 

superieure B 99%. 

- 4a: m: 264 nm, 207 nm. Masse: 1268: [M+H]' 

- 4b: m: 267 nm, 207 nm. Masse: 1296: [M+H]', 1318: [M+Nal', 1334: 

IM+KI' 

- 4c: m: 267 nm, 207 nm. Masse: 1338: [M+H]' 

O-(amino-6-hexanoyl)-3'-thymidine 9 

1,04 g de 0-dimCthoxytrity1-5'-thymidine (2 mmoles) et 2,6 g 

d'acide N-dim6thoxytritylamino-6-hexanoique sont coCvaporCs 2 fois 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
8
:
1
9
 
2
7
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



12 GAUTIER ET AL. 

avec la pyridine. Aprbs dissolution du mClange dans 5 ml de 

pyridine, on ajoute 1,65 g de DCC (8 mmoles) et 0.24 g de DMAP. On 

laisse 3 h sous agitation (contrde CCM). On ajoute 1 ml d'eau. La 

dicyclohexylur6e qui a prCcipitC, est filtrCe et la solution est 

CvaporCe B sec. Le rCsidu est repris dans 30 ml de dichloromCthane, 

lave 2 fois avec 30 ml de bicarbonate de sodium sature, 2 fois B 
l'eau. La phase organique est sCchCe sur sulfate de sodium, rCduite B 
un petit volume et prCcipitCe B 1'Cther de pCtrole. Le produit est 

chromatographie sur gel de Sephadex LH20 CluC avec un mClange 

THF/m&hanol (95/5).  Le contenu du premier pic dCtect6 B 254 nm 

est CvaporC B sec. On obtient 1,38 g de composC prot6gC. 

L'intermCdiaire est alors trait6 par 15 ml d'acide acetique B 80% 

pendant 4 heures. L'acide acCtique est CliminC par coCvaporation 

avec du toluhe. Le rCsidu est lavC B 1'Cther Cthylique, dissous dans 

l'eau et chromatographie sur gel de Sephadex G10 CluC au BTEA 0,05 

M. Les fractions contenant le produit sont rassemblCes et 

1yophilisCes. Le produit est alors purifi6 par CLHP sur colonne 

Nucleosil 5-Cl8 CluCe par un gradient d'acCtonitrile (0 B 50% en 20 

min) dans 1'acCtate de triCthylammonium lo-, M, pH 7. La fraction 

contenant le compost5 5 est CvaporCe B sec et le rtsidu est lyophilisC. 

On obtient 312 mg de 5 (45%) sous forme de poudre blanche. 

m: 207 nm (6600), 267 nm( 6700). Masse: 

127: [B+2H]'. ['HJRMN: 1,3 ppm (2H, m, J: 7,5 Hz, CH,c); 1,4 ppm 

(2H, m, J: 7,5 Hz, CH,b); 1,5 ppm (2H, m, J: 7,5 Hz, CH, d); 1,8 ppm 

(3H, d, J: 1,5 Hz, CH,5); 2,15-2,3 pprn (2H, ABXY, J: 2Hz, 6Hz, 14 Hz, 

5,5 Hz, 8,5 Hz, H2', H2"); 2,35 ppm (2H, t, J: 7,5 Hz, CH,a); 2,6 ppm 

(2H, t, J: 7,5 Hz, CH,e); 3,6 ppm (2H, d, J: 3,5 Hz, H5', H5"); 4,O ppm 

(lH, dt, J: 3,5 Hz, 2 Hz, H4'); 5,2 ppm (lH, dt, J: 5.5 Hz, 2Hz, H3'); 6 2  

ppm (lH, dd, J: 8,5 Hz, 6 Hz, Hl'); 7,75 pprn (lH, d, J: 1,5 Hz, H6). 

356: [M+H]', 230 [S]', 
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TETRATHYMIDYLATES WITH ELLIPTICINES ATTACHED 13 

ComposC da-c  

60 rng du composC &a (0,046 mmole) et 8 mg d'acCtate de 

N2-mCthylhydroxy-9-ellipticinium L (0,023 mmole) sont dissous 

dans 40 ml de tampon phosphate 0,02 M, pH 7,2. On ajoute au milieu 

0,8 mg de peroxydase (HRP). Apr2s dissolution de l'enzyme, 1,2 ml 

d'une solution d'eau oxygCnCe 20 mM sont additionnCs goutte h 

goutte. La solution est alors filtrCe et CvaporCe B sec. Le rCsidu est 

prCpurifiC par chromatographie en phase inverse sur une colonne 

Lichroprep RP 18 CluCe par un gradient par palier de methanol (0 h 

60%) dans l'eau. Les fractions contenant le produit f i a  sont 

rassemblkes et CvaporCes B sec. La purification est achevCe par CLHP 

sur une colonne Nucleosil 5-Cl8 CluCe par un gradient d'acCtonitrile 

(0 B 60%) dans 1'acCtate de triCthylammonium 0,Ol M, pH 7. Les 

fractions appropriCes sont CvaporCes B sec et 1yophilisCes. Le produit 

est passe sur Cchangeuse d'ions Dowex 50W, forme NHf et aprbs 

lyophilisation, le compose U a  est obtenu sous forme d'une poudre 

jaune (4,4 mg) avec 11% de rendement. 

De Ia m h e  faGon (0,5 eq.) en presence de &b (0,056 g,  0,042 

mmole) ou de &c (0,040 g, 0,029 mmole) conduit aux composCs 5 b  (4 

mg, 10% de rendement) et 6-c (3 mg, 12% de  rendement) 

respectivement. 

- 6a: m: 271 nm (47800); 318 nm (47000). Fluorescence: excitation: 

318 nm; Cmission: 525 nm. Masse: 1576: [M-H+K]'. 

- 6b: m: 270 nm (45000); 318 nm (44400). Fluorescence: excitation: 

318 nm; Cmission: 525 nm. Masse: 1566: [MI', 1588: [M-H+Nal', 

1610: [M-2H+2Na]', 1632: [M-3H+3Na]', 1604: [M-H+K]'. 

- 6c: m: 270 nm (29500); 317 nm (25000). Fluorescence: excitation: 

315 nm; Cmission: 530 nm. M a s s e :  1630: [M-H+Na]', 1652: 

[M-2H+2Na]', 1674: [M-3H+3Na]', 1696: [M-4H+4Na]'. 
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G A U T I E R  ET A L .  14 

Compose 2. 
240 mg (0,67 mmole) de 5_ et 45 mg (0,13 mmole) d'acktate de 

N-2-mCthylhydroxy-9-ellipticinium sont dissous dans 100 ml de 

tampon phosphate 20 mM, pH 7. On ajoute alors 2 mg de peroxydase 

de Raifort. La solution est maintenue sous agitation vive B 
tempkrature ambiante. 5 ml d'une solution d'H,O, 50 mM sont 

ajoutes goutte B goutte. La reaction est terminCe quand la coloration 

jaune de la solution reste stable. On laisse sous agitation pendant 12 

h. La solution est alors filtrte puis dCposCe sur colonne XAD 2 

(SERVA) prealablement Cquilibrte avec un tampon acetate 

d'ammonium 0,02 M, pH 4,5 contenant 1% de mCthanol. L'Clution est 

effectuee avec ce tampon acetate progressivement enrichi en 

methanol. La fraction contenant le composC 7, facilement detectable 

par sa fluorescence B 313 nm, est CvaporCe B sec. Le produit est 

redissous dans l'eau et lyophilise. La puretC du produit est contr81Ce 

en CLHP sur colonne p Bondapak 5-Cl8 CluCe par un mClange 

eau-methanol (30/70) contenant 1 g d'heptane sulfonate et 3 ml 

d'acide acetique par litre. 

On obtient 41 mg de 1 (46%). 

- U V :  314 nm, 278 nm, Cpaulement 21 305 nm. Fluorescence; excitation: 

317 nm; Cmission: 550 nm. Masse: 626: [MI'. RMN: 1,69 ppm; (3H, s, 

CH,CO,-); 1,76 et 1,79 ppm (5H, m, CH,5, CH,); 1,94 pprn (2H, m, J: 

7,5 Hz, CH,). 2,21 et 2,25 ppm (2H, ABXY, J: 2Hz, 6 Hz, 14 Hz, 5,5 Hz, 

8,5 Hz, H2', H2"); vers 2,5 ppm (CH, d); 2,89 ppm (3H, s, CH, 7" ou 

12"); 3,12 pprn (2H, t, J: 7,5 Hz, CH, a); 3,62 ppm (2H, d, J: 3,5 Hz, H5', 

H5"); 3,86 ppm (3H, s, CH, 7" ou 12"); 3,98 ppm (lH, dt, J: 3,5 Hz, 2 

Hz, H4'); 4,41 ppm (3H, s, N-CH,), 5,25 ppm (lH, dt, J: 6 Hz, 2 Hz, 
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TETRATHYMIDYLATES WITH ELLIPTICINES ATTACHED 15 

H3'); 6,16 ppm (lH, dd, J: 8,5 Hz, 6 Hz, Hl'); 7,70 ppm (ZH, s, H6); 

7,69 et 7,95 ppm (2H, AB, J: 8,5 Hz, H4" et H5"); 8,32 ppm (2H, AB, J: 

7 Hz, H8" et H9"); 9,85 pprn (lH, s, H11"). 

Compose & 

L'hydroxy-9-ellipticine 2 (50 mg, 0,19 mmole) et le composC 5 (135 

mg, 0,38 mmole) sont dissous dans un melange de  mCthoxy-2- 

ethylether-methanol (9/l,v/v) (25 ml). On ajoute alors 200 mg de 

MnO, (2,30 mmoles). Le milieu reactionnel est laisst5 une nuit sous 

agitation B temperature ambiante. Aprbs filtration du MnO, et 

evaporation du solvant, le residu obtenu est dissous dans un 

minimum de CH,Cl, et prCcipitC B 1'Cther de pCtrole. Le produit 

brut est chromatographi6 sur gel de Sephadex LH20 61uC avec un 

melange THF-CH,OH (70/30: v/v). Les fractions contenant le 

compost5 &fluorescent sont rassembltes et CvaporCes B sec. A ce 

stade, le  solide est insoluble dans le dichloromithane et la 

purification de & est achevee par lavage de la poudre avec ce 

solvant. On obtient 60 mg de compost5 & sous forme de poudre 

- Rf (CH,Cl,/MeOH/TEA: 70/30/2): 0,30. F: 225°C. Masse: 612: [M+H]'. 

RMN: 1,72 ppm (5H, m, CH,5 et CH, b); 1,95 ppm (2H, m, J: 7,5 Hz, 

CH, c); 2,25 pprn (4H, m, CH, a et H2', H2"); 2,82 ppm (3H, s, CH, 7" 

ou 12"); 3,lO ppm (2H, t, J: 7,3 Hz, CH, d); 3,62 ppm (2H, t, J: 4 Hz, 

H5', H5"); 3,86 ppm (3H, s, CH, 7" ou 12"); 3,98 pprn (lH, d, J: 1,8 Hz, 

H4'); 5,22 ppm (lH, dt, J: 6 Hz, 2 Hz, H3'); 6,18 ppm (lH, dd, J: 8,4 Hz, 

6 Hz, Hl'); 7,56 ppm et 7,87 ppm (2H, AB, J: 8,7 Hz, H4" et H5"); 7,72 

ppm (lH, s, H6); 7,93 ppm et 8,44 ppm, 2H, AB, J: 6 Hz, H8" et H9"); 

9,70 ppm (lH, s, H11"); 11,57 ppm (lH, s, NH). 
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16 GAUTIER ET AL. 

O-D~m~thoxytrityl-5'-phosphate-3'-t~trathymidylate La 
Le sel de pyridinium du phosphate de cyanoethyle est prCparC selon 

la mCthode dCcrite par Tener [24]. 

100 mg de O-dimCthoxytrityl-5'-trithymidylate 9 (0,074 mmole) 

sont coCvaporCs avec 1 ml de pyridine. On ajoute alors 2 ml d'une 

solution 0,l M d'agent phosphorylant. Le melange est CvaporC B sec 

et le rCsidu est sCchC par coCvaporation avec la pyridine (3 x 2 ml). 

Les produits sont dissous dans 2 ml de pyridine anhydre et 90 mg 

de DCC (0,44 mmole) sont addition&. Le melange rCactionnel est 

laissC 48 h sous agitation, B temperature ambiante. On ajoute alors 1 

ml d'eau et laisse pricipiter la dicyclohexylurCe (DCU) pendant 1/2 

h. Le milieu est filtrC puis CvaporC B sec. Le rCsidu est trait6 par 

l'ammoniaque 2 20% (2 ml) pendant 2 h B 50°C afin de libCrer le 

groupement cyanoCthyle. L'ammoniaque est chassCe sous vide. Le 

brut rCactionne1 est repris dans un minimum de BTEA 0,05 M, pH 7 

et dCposC sur colonne de silice en phase inverse Lichroprep RP 18. 

L'Clution se fait par un gradient par palier de mCthanol (0 B 50%) 

dans le BTEA. Les fractions contenant le produit 10 sont CvaporCes 

et le rCsidu est 1yophilisC. On obtient 55 mg de composC 10 (45%). 

- R f  Silice Merck 60F,,, (Isopropanol/eau/NH,OH: 4/1/1): 0,25. 

compose p2 

MCthode A 

59 mg de composC &a (0,047 mmole) et 5 mg de 2 sont dissous dans 

0,08 ml de methanol. On ajoute alors 1,5 ml de DMF et 40 mg de 

MnO,  (0,46 mmole). Aprks 36 h dagitation le milieu reactionnel, 

rouge sang, est dCbarrassC du MnO, par filtration et le filtrat 

CvaporC B sec. Le rCsidu est chromatographi6 sur colonne de silice 

Lichroprep RP 18 CluCe par un gradient par palier de methanol (0 B 
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TETRATHYMIDYLATES WITH ELLIPTICINES ATTACHED 17 

50%) dans l'eau. Les fractions contenant le produit attendu 12, 
reperable par ses propriCtCs fluorescentes et  sa rCvClation B 
1'aldChyde anisique (reactif des sucres) aprbs migration sur couche 

mince, sont CvaporCes i sec. La purification du composC est achevCe 

par CLHP sur colonne Nucleosil 5-Cl8 CluCe par un gradient linCaire 

d'acCtonitrile dans 1'acCtate de triCthylammonium 0,Ol M pH 7 en 20 

min. Aprks Cvaporation des solvants et lyophilisation du rCsidu, le 

produit est pass6 sur rCsine Dowex 50W Cchangeuse d'ions NH:. 

Aprbs une nouvelle lyophilisation, le composC 12 est obtenu sous 

forme de poudre jaune (0,55 mg) avec un rendement de 2%. 

MCthode B 

15 mg de compost5 10 (0,009 mmole) et 9 mg de compost5 (0,015 

mmole) sont sCchCs par cokvaporation avec 3 x 1 ml de pyridine 

anhydre puis dissous dans 1 ml de pyridine. 20 mg de DCC (0,097 

mmole) sont alors ajoutks au milieu rkactionnel. Au bout d'une nuit 

sous agitation, B tempbrature ambiante, le  compost5 .lJ s'est 

transforme en deux produits dont un seul prCsente des propriCtCs 

fluorescentes. Aprbs addition d'eau et filtration de la DCU, le melange 

est CvaporC B sec. Les produits rCactionnels sont sCparCs par 

chromatographie en phase inverse sur colonne Lichroprep RP 18 

CluCe avec un gradient par palier de m6thanol (20 8 80%) dans le 

BTEA 0,05 M, pH 7. Les fractions contenant le composC fluorescent 

- 11 (CluC 8 70% en mkthanol) sont rassemblCes et CvaporCes 2 sec; le 

rCsidu est lyophilisC. On obtient 2,5 mg de 11 dont la puretC a CtC 

CvaluCe B 85% en CLHP analytique sur Nucleosil 5-C18. 2 mg de 

compost5 11 sont alors dCtritylCs par l'acide acCtique i 80% pendant 

20 min. L'acide est CliminC par coCvaporation avec du tolubne. Le 

rCsidu est repris par 5 ml de BTEA 0,05 M, pH 7 et la solution est 
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18 GAUTIER ET AL. 

lavte par l'kther Cthylique puis lyophilisee. Le compose 12 est 

purifiC par CLHP comme decrit dans la mCthode & il est pass6 sur 

Dowex 50W (forme NG). On obtient 0,9 mg de 12 (6,5%). 

L'identite des produits form& par les deux methodes a ktC vtrifike 

par CLHP analytique dans les conditions dkcrites pour la CLHP 

preparative. 

u: le spectre d'absorption de 12 a CtB enregistre dans un tampon 

cacodylate de Na 10 mM, NaCl 0,l M. Les caractkristiques spectrales 

de 12 dkpendent du pH de la solution. pH 6: 271 nm (43000); 307 

nm (31300); 314 nm (31900). pH 7,8: 271 nm (46400); 304 nm 

(30300). Masse: 1524: [M+H]'. 
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