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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®

+ Unité de Chimie Organique, Département de Biochimie et Génétique
Moléculaire, UA-CNRS 487, Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux,
75724 Paris cédex 15, France

++ Laboratoire de Biochimie, Institut Gustave-Roussy, Inserm U140,
CNRS LA 147, rue Camille Desmoulins, 94800 Villejuif, France

Abstract: Tetrathymidylate has been covalently linked at its 3'
extremity to ellipticine derivatives (9-hydroxy-N-2-methylellipti-
cinium acetate 1 or 9-hydroxyellipticine 2) via a w-aminoacyl arm.
The synthesis consists of two steps: esterification of the
oligodeoxynucleotide 3' hydroxyl group with a linear w-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.

Introduction

La régulation de l'expression génétique, généralement assurée dans
l'organisme par la reconnaissance d'acides nucléiques simple ou
double brin par des protéines hautement spécifiques [1], peut étre
envisagée du point de vue pharmacologique si l'on dispose de

molécules ayant une grande affinité et une haute spécificité vis-a-vis
1

Copyright © 1990 by Marcel Dekker, Inc.
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d'une séquence de bases donnée. Les oligonucléotides synthétiques
constituent, en ce sens, un matériel intéressant et trés prometteur:
en effet, ils ont ét€ utilisés avec succés pour modifier la traduction
ou le couplage entre la transcription et la traduction des ARN
messagers chez les bactéries [2]. Miller et coll. [3,4] ont également
montré que les oligodésoxynucléosides méthylphosphonates
pouvaient assurer le contréle spécifique de l'expression des génes
dans les cellules vivantes en intervenant au niveau de la traduction
ou de l'épissage des ARN messagers. Plus récemment, la fixation
covalente d'un agent intercalant dérivé de l'acridine sur des
oligodésoxynucléotides [5,6,7,8] a conduit & des molécules présentant
une affinité pour leur séquence complémentaire accrue par la
présence de l'intercalant; ces molécules ont manifesté des propriétés
biologiques intéressantes liées au contrdle de l'expression des génes
[9,10]. Dans le méme ordre d'idée, nous avons synthétisé des
oligodésoxynucléotides liés de fagon covalente a des dérivés de
l'ellipticine: 1'acétate de N-2-méthylhydroxy-9-ellipticinium 1 et
I'hydroxy-9-ellipticine 2 (Fig. 1). Ces molécules intercalantes
présentent une bonne affinité pour 'ADN double brin [11] (Kapp de
l'ordre de 10° M') et n'ont pas de spécificité de bases ou de

séquences de bases. Elles ont été fixées a l'extrémité 3' d'un
tétrameére de thymidine par l'intermédiaire d'une chaine
polyméthyléne de longueur variable destinée a assurer un degré de
liberté optimum aux deux parties des molécules obtenues. La
réaction choisie pour effectuer la liaison entre l'oligonucléotide acylé
en 3' et l'une ou l'autre des molécules intercalantes permet d'obtenir

des composés ayant des propriétés fluorescentes. Ainsi, leur
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détection par fluorescence a été possible au cours de la synthése,
puis au cours de l'étude de linteraction de ces molécules avec les

acides nucléiques [12].

CH, CH,
OO s
AcO™ N
H  ¢n, CH,
1 2

FIGURE 1

Résultats

La synthése des tétrathymidylates liés de fagon covalente aux
dérivés de l'ellipticine 1 ou 2 comprend deux étapes essentielles:
I'hydroxyle 3' de l'oligodésoxynucléotide protégé en 5' est estérifié
par un o -aminoacide linéaire dont la fonction amine est
temporairement bloquée. L'élimination des groupements protecteurs
conduit au tétrathymidylate acylé en 3' par une chaine comportant
une fonction amine libre. Cette chaine est fixée sur le dérivé de
I'ellipticine 1 ou 2 au cours d'une deuxie¢me étape qui met en jeu le
caractere électrophile de la forme oxydée des composés 1 et 2.

Le tétramere de thymidine a été synthétisé par la méthode classique
au phosphotriester [13-15]. Il est débarrassé de ses groupements
protecteurs au niveau des phosphates (groupement O-chlorophényle)
et au niveau de I'hydroxyle 3' (groupement benzoyle) par traitement
par la pyridine aldoximate de tétraméthylguanidinium (PAO-TMG)
pendant une nuit puis par l'ammoniaque 5 h a 50°C. Apres
purification par chromatographie en phase inverse, le
O-diméthoxytrityl-5'-tétrathymidylate 3 est obtenu avec des

rendements variant de 80 a 95%. 3 (Fig. 2) est estérifié par l'acide
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N-diméthoxytritylamino-6-hexanoique dans la pyridine en présence
de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) [16-17] et de diméthyl-
aminopyridine (DMAP) [18]. Aprés traitement par l'acide acétique
aqueux et purification par chromatographie en phase inverse, le

tétrathymidylate substitué 4a est obtenu avec un rendement de 49%.

DMT,
‘TTTTon .+ oMTNH(CH,) COOH

3 n=2570u10

1.DCC, DMAP
2. AcOH

TTT Toco (CH,), NH,

9_ as: n= 5
{b: n= 1

c; nz 10
FIGURE 2

Afin d'étudier l'influence de la longueur de la chaine polyméthyléne
sur l'interaction des tétraméres de thymidine liés aux dérivés de
l'ellipticine avec les acides nucléiques, nous avons préparé de la
méme fagon, les tétrathymidylates possédant une chaine a 7 et 10
groupements méthylénes. Ainsi 4b et 4c ont été obtenus & partir des
acides N-diméthoxytritylamino-8- octanoique et N-diméthoxytrityl-
amino-11-undécanoique respectivement avec des rendements de 52
et 66%.

L'oxydation enzymatique du dérivé ellipticinium 1, mise au point par

_—3

C. Auclair et C. Paoletti [19] a été utilisée pour former une liaison

4. En effet, la réaction conduit 2

covalente entre 1 et les composés
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une paraquinonimine trés réactive qui peut subir l'attaque de divers
nucléophiles présents dans le milieu réactionnel [20,21]. L'oxydation
est catalysée par la peroxydase en présence de peroxyde
d'hydrogéne dans un tampon phosphate, pH voisin de 7. Dans ces
conditions, et aprés purification par chromatographie, basse puis
haute pression, 4a-c conduisent 2 un composé fluorescent 6 avec un
rendement de 10% (Fig. 3). La réaction effectuée avec la  thymidine
acylée 5 (préparée dans les mémes conditions que 4) conduit & 7
(Fig. 3) avec un rendement nettement supérieur (45%), comparable
aux rtendements obtenus avec des amines simples [20]. Le produit
secondaire le plus important de la réaction résulte de l'addition du
peroxyde d'hydrogéne sur la forme oxydée de 1 [19,20].

La formation d'une liaison entre le tétrathymidylate acylé 4a et

I'hydroxy-9-ellipticine 2 est rendue plus difficile en raison de la plus
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faible réactivité du produit d'oxydation de 2 vis-a-vis de
nucléophiles [19]. De plus, la catalyse enzymatique par la peroxydase
s'est révélée inappropriée en raison de la faible solubilit¢é du dérivé
ellipticine  (méme sous forme bromhydrate) en milieu aqueux.
L'oxydation de 2 peut Etre réalisée avec succeés par l'oxyde de
manganése [22] dans un mélange DMF-méthanol (10/0,2). Cependant
I'addition du nucléophile 4a conduit au composé 12 avec un

rendement de seulement 2% (Fig. 4).

TTTT,

co
2 . 4a Mno: (CH2)4
- T DMF/MeOH .a
O
H
12

FIGURE 4

Récemment, Sundaramoorthi et coll. [23] ont montré que l'oxydation
de 2 par le MnO, en présence d'amines simples conduit aux produits
d'addition avec des rendements compris entre 65 et 88%. Ce résultat
nous a amené a modifier le schéma de synthése de 12. Il n'est pas
envisageable de réaliser une liaison entre I'hydroxyle 3' d'un
tétramére et un dérivé de 2 porteur d'une chaine a fonction acide
carboxylique, ce dernier composé se, transformant en présence de
DCC (mise en évidence par CCM). Cependant, il est possible d'obtenir
12 en formant une liaison phosphodiester entre un trithymidylate
et la thymidine substituée par le groupement

oxazolopyridocarbazole, 8 (Fig. 5). Le composé 8 est préparé par
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oxydation de 2 a l'aide du MnO, dans le diglyme-méthanol
(9/1:v/v) en présence de 5. L'addition se fait avec un rendement de

N

Le trimére phosphorylé en 3, 10, est obtenu a partir du
trithymidylate 5' protégé, 9, soumis a l'action du phosphate de
cyanoéthyle selon la méthode décrite par Tener [24]; le groupement
cyanoéthyle est éliminé par l'ammoniaque (2 h a 50°C). Le couplage
entre 8 (1,5 eq) et 10 s'effectue dans la pyridine, en présence de DCC
[25] et conduit au bout de 24 h a deux nouveaux produits dont l'un
seulement présente des propriétés fluorescentes. Ces composés sont
séparés par chromatographie en phase inverse. La détritylation de
I'intermédiaire fluorescent 11 conduit 2 un composé qui posseéde le
méme Rf en CCM et le méme temps de rétention en CLHP que le

\

produit 12 obtenu a partir de 4a et de 2. 12 est obtenu de cette
fagon avec 6,5% de rendement par rapport a 10.

La pureté des produits finaux et des intermédiaires lorsqu'ils sont
solubles dans l'eau a été vérifiée par CLHP en phase inverse. Les
composés ont été caractérisés par leur spectre de masse (mode FAB).
A. Gouyette et coll. [26] d'une part et V.K. Kansal et coll. [22] d'autre
part, ont montré que l'addition d'une amine sur le produit
d'oxydation des dérivés 1 ou 2 de l'ellipticine conduisait a la
formation d'un cycle oxazole: les déplacements chimiques des
protons du cycle polyaromatique des composés 7 et 8 sont

compatibles avec la présence de ce groupement fonctionnel dans nos

dérivés.

Partie Expérimentale
Les aminoacides proviennent de chez Sigma et sont protégés par un

groupement diméthoxytrityle selon la méthode décrite par
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Hernandez et coll. 127]. L'acétate de N-2-méthylhydroxy-9-
ellipticinium et le bromhydrate d'hydroxy-9-ellipticinium viennent
de la Sanofi. L'hydroxy-9-ellipticine 2 est obtenue a partir de son
bromhydrate selon la méthode décrite par R.W. Guthrie et coll. [28].
La peroxydase de raifort provient de chez Sigma, l'oxyde de
manganeése de chez Aldrich.

La purification par chromatographie liquide haute performance est
effectuée sur un appareil série 3B (Perkin Elmer) muni d'un
détecteur UV LC 75 (Perkin Elmer). L'information et l'intégration
sont traitées par une station de données 3600 (Perkin Elmer). Le
contréle de pureté est réalis€é sur un syst¢tme CLHP série 4 (Perkin
Elmer) piloté par une station de données 3600 (Perkin Elmer) et
muni d'un détecteur a barettes de diodes HP 1040 M (Hewlett
Packard). L'information est traitée par un microordinateur HP 9000
série 300 (Hewlett Packard).

Les spectres de masse sont enregistrés sur un spectrometre VG
70-250 équipé avec un canon FAB. Le voltage d'accélération est de 6
kV.

Les spectres RMN sont enregistrés sur un spectrometre 300 SML
(Brucker) couplé a un ordinateur Aspect 3000. Les expériences sont
réalisées a 25°C dans le d,-DMSO (99,8%); le TMS est utilis€ comme
référence interne. L'attribution des déplacements chimiques aux
différents protons est effectuée par découplage homonucléaire
séquentiel.

Les mesures d'absorption sont réalisées sur un spectrophotomeétre
Uvikon 810 (Kontron). Les spectres sont enregistrés dans l'eau pour
une concentration 10° M. Les déterminations des propriétés de

fluorescence sont effectuées sur un spectrofluorimétre SFM 25

(Kontron).
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O-Diméthoxytrityl-5'-tétra- et trithymidylates 3 et 9

A une solution de tétramere ou de trimeére de thymidine totalement
protégés (0,10 mmole) dans un mélange eau-dioxane (1/1, v/v, 20
ml) sont ajoutés 0,732 g de pyridine-2-aldoxime (6 mmoles) et 0,744
ml de N;,N,,N,;,N, tétraméthylguanidine (6 mmoles). Le mélange
est laissé a température ambiante pendant une nuit puis évaporé a
sec. Le résidu est dissous dans 30 ml d'ammoniaque & 20% et la

s

solution est chauffée a 50°C pendant 5 h, refroidit et évaporé a sec.
Le résidu est lavé a 1'éther éthylique et chromatographié sur une
colonne Lichroprep RP 18 (1,2 x 10 cm) en utilisant un gradient par
palier de méthanol (0 a 50%) dans le Dbicarbonate de
trié¢thylammonium (BTEA) 0,05 M, pH 7. Les fractions contenant le
produit 3 ou 9 sont rassemblées et évaporées a sec. Le résidu est
repris par 5 ml d'eau et lyophilisé. Le produit désiré est obtenu sous
forme de poudre blanche avec un rendement variant de 80 a 95%.
O-(amino-6-hexanoyl)-3'-tétrathymidylate 4a

150 mg de O-diméthoxytrityl-5'-tétrathymidylate 3 (0,10 mmole) et
216 mg d'acide N-diméthoxytritylamino-6-hexanoique (0,50
mmole) sont séchés par coévaporation 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
diméthylaminopyridine (DMAP) (0,5 mmole) sont alors additionnés a
la solution. Le milieu est laissé sous agitation pendant 6 h a
température ambiante. Aprés addition d'eau (1 ml), le milieu est
filtré et évaporé a sec. Le résidu est repris dans un minimum de
CH,Cl,. L'addition d'éther éthylique conduit & la précipitation du
composé qui est filtré puis dissous dans un mélange THF-méthanol

(7/3, v/v) et chromatographié sur colonne Sephadex LH20. Les
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fractions contenant le produit sont rassemblées et évaporées i sec.
Le résidu est trait€ par l'acide acétique a2 80% (5 ml) pendant 20 min,
a température ambiante. On ajoute alors du tolugne et le mélange est
évaporé a sec. L'opération est répétée plusieurs fois. Le résidu est
purifié par chromatographie en phase inverse sur une colonne
Lichroprep RP 18 (1,2 x 10 cm) en utilisant un gradient par palier de

.

méthanol (0 a4 40%) dans l'eau. Les fractions contenant le produit
sont rassemblées et évaporées a sec. Le résidu est lyophilisé. On
obtient 64 mg de composé 4a sous forme de poudre blanche
(rendement 49%).

De la méme fagon, la réaction de 3 (0,150 g, 0,1 mmole) avec l'acide
N-diméthoxytritylamino-8-octanoique (0,230 g, 0,5 mmole) ou avec
I'acide N-diméthoxytritylamino-11-undécanoique (0,251 g, 0,5
mmole) conduit a 1'0O-(amino-8-octanoyl)-3'-tétrathymidylate, 4b
(0,070 g) et a 1'O-(amino-11-undécanoyl)-3'-tétrathymidylate 4c
(0,095 g) avec un rendement de 52 et 68% respectivement.

Aprés passage sur colonne échangeuse d'ions, Dowex 50W, forme
NH,, la pureté des produits est vérifiée par CLHP sur une colonne
Nucleosil 5-C18, éluée par un gradient d'acétonitrile (5 a 40% en 20
min.) dans l'acétate de triéthylammonium 0,01 M, pH 7. Elle est
supérieure a 99%.

4a: UV: 264 nm, 207 nm. Masse: 1268: [M+H]"

4b: UV: 267 nm, 207 nm. Masse: 1296: [M+H]*, 1318: [M+Na]*, 1334:

[M+K]"

4c: UV: 267 nm, 207 nm. Masse: 1338: [M+H]"

O-(amino-6-hexanoyl)-3'-thymidine §
1,04 g de O-diméthoxytrityl-5'-thymidine (2 mmoles) et 2,6 g

d'acide N-diméthoxytritylamino-6-hexanoique sont coévaporés 2 fois
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avec la pyridine. Aprés dissolution du mélange 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 (contr6le CCM). On ajoute 1 ml d'eau. La
dicyclohexylurée qui a précipité, est filtrée et la solution est
évaporée a sec. Le résidu est repris dans 30 ml de dichlorométhane,
lavé 2 fois avec 30 ml de bicarbonate de sodium saturé, 2 fois 2
l'eau. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium, réduite a
un petit volume et précipitée a I'éther de pétrole. Le produit est
chromatographié sur gel de Sephadex LH20 élué avec un mélange
THF/méthanol (95/5). Le contenu du premier pic détecté a 254 nm
est évaporé a sec. On obtient 1,38 g de composé protégé.
L'intermédiaire est alors traité par 15 ml d'acide acétique a 80%
pendant 4 heures. L'acide acétique est éliminé par coévaporation
avec du toluéne. Le résidu est lavé a 1'éther éthylique, dissous dans
I'eau et chromatographié sur gel de Sephadex G10 €élué au BTEA 0,05
M. Les fractions contenant le produit sont rassemblées et
lyophilisées. Le produit est alors purifié par CLHP sur colonne
Nucleosil 5-C18 éluée par un gradient d'acétonitrile (0 a2 50% en 20
min) dans l'acétate de triéthylammonium 102 M, pH 7. La fraction
contenant le composé 5 est évaporée a sec et le résidu est lyophilisé.
On obtient 312 mg de 5 (45%) sous forme de poudre blanche.

UV: 207 nm (6600), 267 nm( 6700). Masse: 356: [M+H]J", 230 [S]",
127: [B+2H]*. ['H]RMN: 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
(34, d, J: 1,5 Hz, CH, 5); 2,15-2,3 ppm (2H, ABXY, J: 2Hz, 6Hz, 14 Hz,
5,5 Hz, 8,5 Hz, H2', H2"); 2,35 ppm (2H, ¢, J: 7,5 Hz, CH,a); 2,6 ppm
(2H, t, J: 7,5 Hz, CH,¢); 3,6 ppm (2H, d, J: 3,5 Hz, HS', H5"); 4,0 ppm
(1H, dt, J: 3,5 Hz, 2 Hz, H4"); 5,2 ppm (1H, dt, J: 5,5 Hz, 2Hz, H3'); 6,2
ppm (1H, dd, J: 8,5 Hz, 6 Hz, HI'); 7,75 ppm (1H, d, J: 1,5 Hz, H6).
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Composé ga-c

60 mg du composé 4a (0,046 mmole) et 8 mg d'acétate de
N2-méthylhydroxy-9-ellipticinium 1 (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). Apres dissolution de l'enzyme, 1,2 ml
d'une solution d'eau oxygénée 20 mM sont additionnés goutte a
goutte. La solution est alors filtrée et évaporée a sec. Le résidu est
prépurifié par chromatographie en phase inverse sur une colonne
Lichroprep RP 18 éluée par un gradient par palier de méthanol (0 a
60%) dans l'eau. Les fractions contenant le produit 15a sont
rassemblées et évaporées a sec. La purification est achevée par CLHP
sur une colonne Nucleosil 5-C18 éluée par un gradient d'acétonitrile
(0 2 60%) dans l'acétate de triéthylammonium 0,01 M, pH 7. Les
fractions appropriées sont évaporées a sec et lyophilisées. Le produit
est passé sur échangeuse d'ions Dowex 50W, forme NH, et aprés
lyophilisation, le composé 15a est obtenu sous forme d'une poudre
jaune (4,4 mg) avec 11% de rendement.

De Ia méme fagon 1 (0,5 eq.) en présence de 4b (0,056 g, 0,042
mmole) ou de 4c (0,040 g, 0,029 mmole) conduit aux composés 6b (4
mg, 10% de rendement) et 6¢c (3 mg, 12% de rendement)
respectivement.

6a: UV: 271 nm (47800); 318 nm (47000). Fluorescence: excitation:
318 nm; émission: 525 nm. Masse: 1576: [M-H+K]".

6b: UV: 270 nm (45000); 318 nm (44400). Fluorescence: excitation:
318 nm; émission: 525 nm. Masse: 1566: [M]", 1588: [M-H+Nal’,

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

6c: UV: 270 nm (29500); 317 nm (25000). Fluorescence: excitation:
315 nm; émission: 530 nm. Masse: 1630: [M-H+Nal]*, 1652:
[M-2H+2Na]*, 1674: [M-3H+3Na]", 1696: [M-4H+4Na]".
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Composé 7

240 mg (0,67 mmole) de 5 et 45 mg (0,13 mmole) d'acétate de
N-2-méthylhydroxy-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 a

température ambiante. 5 ml d'une solution d'H,0, 50 mM sont

ajoutés goutte a goutte. La réaction est terminée quand la coloration
jaune de la solution reste stable. On laisse sous agitation pendant 12
h. La solution est alors filtrée puis déposée sur colonne XAD 2
(SERVA) préalablement équilibrée avec un tampon acétate
d'ammonium 0,02 M, pH 4,5 contenant 1% de méthanol. L'élution est
effectuée avec ce tampon acétate progressivement enrichi en
méthanol. La fraction contenant le composé 7, facilement détectable
par sa fluorescence a2 313 nm, est évaporée a sec. Le produit est
redissous dans l'eau et lyophilisé. La pureté du produit est contrdlée
en CLHP sur colonne p Bondapak 5-C18  éluée par un mélange
eau-méthanol (30/70) contenant 1 g d'heptane sulfonate et 3 ml
d'acide acétique par litre.

On obtient 41 mg de 7 (46%).

UV: 314 nm, 278 nm, épaulement 2 305 nm. Fluorescence; excitation:
317 nm; émission: 550 nm. Masse: 626: [M]". RMN: 1,69 ppm; (3H, s,
CH,CO,-); 1,76 et 1,79 ppm (SH, m, CH,5, CH,); 1,94 ppm (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 ppm (2H, t, J: 7,5 Hz, CH, a); 3,62 ppm (2H, d, J: 3,5 Hz, HS',
H5"); 3,86 ppm (3H, s, CH, 7" ou 12"); 3,98 ppm (1H, dt, J: 3,5 Hz, 2
Hz, H4"); 4,41 ppm (3H, s, N-CH,), 5,25 ppm (1H, dt, J: 6 Hz, 2 Hz,
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H3%); 6,16 ppm (1H, dd, J: 8,5 Hz, 6 Hz, H1'); 7,70 ppm (1H, s, H6);
7,69 et 7,95 ppm (2H, AB, J: 8,5 Hz, H4" et H5"); 8,32 ppm (2H, AB, I:
7 Hz, H8" et H9"); 9,85 ppm (1H, s, H11").

Composé §

L'hydroxy-9-ellipticine 2 (50 mg, 0,19 mmole) et le composé 5 (135
mg, 0,38 mmole) sont dissous dans un mélange de méthoxy-2-
éthyléther-méthanol (9/1,v/v) (25 ml). On ajoute alors 200 mg de
MnO, (2,30 mmoles). Le milieu réactionnel est laissé une nuit sous

N

agitation a température ambiante. Aprés filtration du MnO, et
évaporation du solvant, le résidu obtenu est dissous dans un
minimum de CH,Cl, et précipité a I'éther de pétrole. Le produit

brut est chromatographié sur gel de Sephadex LH20 élué avec un

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

composé 8 fluorescent sont rassemblées et évaporées a sec. A ce
stade, le solide est insoluble dans 1le dichlorométhane et la
purification de § est achevée par lavage de la poudre avec ce

solvant. On obtient 60 mg de composé 8 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 ppm (4H, m, CH, a et H2', H2"); 2,82 ppm (3H, s, CH, 7"
ou 12"); 3,10 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 ppm (1H, d, J: 1,8 Hz,
H4'); 5,22 ppm (1H, dt, J: 6 Hz, 2 Hz, H3"); 6,18 ppm (1H, dd, J: 8,4 Hz,
6 Hz, H1'); 7,56 ppm et 7,87 ppm (2H, AB, J: 8,7 Hz, H4" et H5"); 7,72
ppm (1H, s, H6); 7,93 ppm et 8,44 ppm, 2H, AB, J: 6 Hz, H8" et H9");
9,70 ppm (1H, s, H11"); 11,57 ppm (1H, s, NH).
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O-Diméthoxytrityl-S'-phosphate-3'-tétrathymidylate 10
Le sel de pyridinium du phosphate de cyanoéthyle est préparé selon
la méthode décrite par Tener [24].

100 mg de O-diméthoxytrityl-5'-trithymidylate 9 (0,074 mmole)
sont coévaporés avec 1 ml de pyridine. On ajoute alors 2 ml d'une
solution 0,1 M d'agent phosphorylant. Le mélange est évaporé a sec
et le résidu est séché par coévaporation 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 additionnés. Le mélange réactionnel est
laiss€ 48 h sous agitation, a4 température ambiante. On ajoute alors 1
ml d'eau et laisse précipiter la dicyclohexylurée (DCU) pendant 1/2
h. Le milieu est filtré puis évaporé a sec. Le résidu est traité par
I'ammoniaque & 20% (2 ml) pendant 2 h a 50°C afin de libérer le
groupement cyanoéthyle. L'ammoniaque est chassée sous vide. Le
brut réactionnel est repris dans un minimum de BTEA 0,05 M, pH 7
et déposé sur colonne de silice en phase inverse Lichroprep RP 18.
L'élution se fait par un gradient par palier de méthanol (0 a 50%)
dans le BTEA. Les fractions contenant le produit 10 sont évaporées
et le résidu est lyophilis€. On obtient 55 mg de composé 10 (45%).
Rf Silice Merck 60F,;, (Isopropanol/eau/NH,OH: 4/1/1): 0,25.
Composé 12

Méthode A

59 mg de composé 4a (0,047 mmole) et 5 mg de 2 sont dissous dans
0,08 ml de méthanol. On ajoute alors 1,5 ml de DMF et 40 mg de
MnO, (0,46 mmole). Aprés 36 h d'agitation le milieu réactionnel,
rouge sang, est débarrass€é du MnO, par filtration et le filtrat
évaporé a sec. Le résidu est chromatographié sur colonne de silice

Lichroprep RP 18 éluée par un gradient par palier de méthanol (0 a
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50%) dans l'eau. Les fractions contenant le produit attendu 12,
repérable par ses propriétés fluorescentes et sa révélation 2a
I'aldéhyde anisique (réactif des sucres) aprés migration sur couche
mince, sont évaporées a sec. La purification du composé est achevée
par CLHP sur colonne Nucleosil 5-C18 éluée par un gradient linéaire
d'acétonitrile dans l'acétate de triéthylammonium 0,01 M pH 7 en 20
min. Aprés évaporation des solvants et lyophilisation du résidu, le

produit est passé sur résine Dowex 50W échangeuse d'ions NHj.

Aprés une nouvelle lyophilisation, le composé 12 est obtenu sous
forme de poudre jaune (0,55 mg) avec un rendement de 2%.

Méthode B

15 mg de composé 10 (0,009 mmole) et 9 mg de composé 8 (0,015
mmole) sont séchés par coévaporation avec 3 x 1 ml de pyridine
anhydre puis dissous dans 1 ml de pyridine. 20 mg de DCC (0,097
mmole) sont alors ajoutés au milieu réactionnel. Au bout d'une nuit
sous agitation, a température ambiante, le composé 10 s'est
transformé en deux produits dont un seul présente des propriétés
fluorescentes. Aprés addition d'eau et filtration de la DCU, le mélange
est évaporé a sec. Les produits réactionnels sont séparés par
chromatographie en phase inverse sur colonne Lichroprep RP 18
éluée avec un gradient par palier de méthanol (20 a2 80%) dans le
BTEA 0,05 M, pH 7. Les fractions contenant le composé fluorescent
11 (élué a 70% en méthanol) sont rassemblées et évaporées a sec; le
résidu est lyophilisé. On obtient 2,5 mg de 11 dont la pureté a été
évaluée a 85% en CLHP analytique sur Nucleosil 5-C18. 2 mg de
composé 11 sont alors détritylés par l'acide acétique a 80% pendant
20 min. L'acide est éliminé par coévaporation avec du tolu¢ne. Le

résidu est repris par S ml de BTEA 0,05 M, pH 7 et la solution est
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lavée par 1'éther éthylique puis lyophilisée. Le composé 12 est
purifié par CLHP comme décrit dans la méthode A; il est passé sur

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

L'identité des produits formés par les deux méthodes a été vérifiée
par CLHP analytique dans les conditions décrites pour la CLHP
préparative.

UV.: le spectre d'absorption de 12 a été enregistré dans un tampon
cacodylate de Na 10 mM, NaCl 0,1 M. Les caractéristiques spectrales
de 12 dépendent 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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