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OLIGOTHYMIDYLATES COMPORTANT LA
STRUCTURE ALTERNEE
ALKYLPHOSPHOTRIESTER-
PHOSPHODIESTER ET LIES DE FACON
COVALENTE A UN AGENT INTERCALANT

U. ASSELINE, C. BARBIER et N. T. THUONG

Centre de Biophysique Moléculaire, C.N.R.S., 14, avenue de la Recherche
Scientifique, 45045 ORLEANS Cedex, France

Four oligothymidylates involving alternating alkylphosphotriester-phosphodiester backbones with the
same steric configuration for all the phosphotriester groups [(Tp(R)Tp),(CH;)sAcr 2ba; 2b8 (R = Et);
2ca, 2c8 (R = Me;C—CH;)] have been synthesized by the phosphotriester method in solution from
each pure a and B isomers of the ethylated Sb or neopentylated Sc¢ dinucleoside. This partial esterifica-
tion of the phosphate groups stabilizes the nucleic acid chain against nucleolytic attack by P, and S,
nucleases. This effect increases with the size of the alkyl groups. It also depends upon the steric
configuration of the alkylphosphotriester groups: the 8 isomers are more resistant to S; nuclease than the
a isomers. Tetrathymidylates bearing two “ neopentyl” groups (Tp(CH,CMe,)Tp), (CH,)sAcr 2ca and
2cB give specific complexes with poly r(A) and the B isomer 2c binds a little stronger than the
tetrathymidylate (Tp), (CH,)sAcr. The neopentyl group is stable under the conditions required for the
synthesis of oligodeoxynucleotides involving the four nucleic acid bases. It can be used for the partial
esterification of the phosphodiester groups.

Quatre oligothymidylates comportant la structure alternée alkyl-phosphotriester-phosphodiester et dont
tous les groupes alkylphosphotriesters possédent la méme configuration stérique [(Tp(R)Tp),(CH;)sAcr,
2ba, 2bB (R = Et); 2ca, 2¢f (R = Me;C—CH,)) ont été synthétisés selon la méthode au phosphotries-
ter en solution & partir de chacun des isoméres « et 8 du dinucléoside éthylé 5b ou néopentylé Sc. Cette
estérification partielle des groupes phosphates augmente la stabilité de la chaine nucléotidique vis-a-vis de
I'action des nucléases. Cet effet stabilisateur augmente avec la taille du groupe alkyle (en présence des
endonucléases P, et S;) et dépend de la configuration stérique des groupes alkylphosphotriesters (en
présence de S les isoméres B sont plus résistants que les isomeéres a). Les tétrathymidylates porteurs de
deux groupes néopentyle (Tp(CH,CMe,)Tp),(CH,)sAcr 2ca et 2¢8 forment des complexes spécifiques
avec I'acide polyriboadénylique; le complexe formé a partir de I'isomére 2¢f3 est légérement plus stable
que celui formé a partir du tétrathymidylate (Tp)4(CH,)sAcr. Le groupe néopentyl est stable dans les
conditions de synthése des oligodéoxynucléotides comportant les quatre bases nucléiques; il peut donc
&tre utilisé pour estérifier partiellement les groupes phosphodiesters.

INTRODUCTION

En vue de mettre au point de nouvelles substances utilisables pour le controle sélectif
de Pexpression des génes, nous avons récemment synthétisé une nouvelle famille de
composés comportant un oligodésoxyribonucléotide lié de fagon covalente a un
agent intercalant par lintermédiaire d’une chaine polyméthyléne 173 (oligo dN-
bras-intercalant). Les études d’interaction de ces substances avec les acides nucléiques,
réalisées par spectroscopie d’absorption, de fluorescence 2> et d¢ RMN * montrent
que les “oligo dN-bras-intercalant” forment des complexes spécifiques avec les
séquences nucléiques complémentaires et que I'intercalant, par son affinité pour les
plateaux de bases, stabilise le complexe formé.
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Afin d’améliorer le systéme “oligo dN-bras-intercalant” en vue de son utilisation
in vivo, nous avons entrepris la modification de la chaine nucléotidique en remplagant
partiellement les groupes phosphodiesters chargés négativement par des groupes
phosphotriesters non chargés ou porteurs d’une charge positive 2 Cette substitution
a pour objectif d’obtenir des composés plus stables vis-a-vis des nucléases et
d’augmenter Paffinité du systéme pour la séquence nucléique complémentaire par
réduction des répulsions électrostatiques entre les charges négatives de
I’'oligonucléotide et celles de la séquence cible complémentaire.

Nous décrivons dans ce travail la synthése et quelques propriétés des oligothy-
midylates possédant la structure alternée “alkylphosphotriester-phosphodiester” 2
dans laquelle les groupes phosphotriesters possédent la méme configuration stérique.
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RESULTATS

La synthése des isoméres a et B des dinucléoside alkylphosphotriesters 5 est réalisée
selon le Schéma 1. Le couplage du diméthoxytritylthymidine 3’-arylphosphodiester
avec un excés de thymidine (2 équivalents)® en présence de mésityléne
sulfonyltétrazolide (MSTe)’-® conduit essentiellement au dinucléoside-(3’-5')-
arylphosphotriester 3 et de Pordre de 5 4 7% de dérivé 3'-3' 4 (RF = 0.44, solvant A)
qui peuvent étre séparés par chromatographie sur silice en présence du solvant A.
Dans le systéme D, le dinucléoside arylé 3 donne deux taches dont les intensités sont
voisines.® La transestérification réalisée avec le diastéréoisomeére arylé 3 en présence
du couple ROH, CsF!? (ROH = MeOH, EtOH et Me;C—CH,—OH) dans CH,CN
ou en présence d’alcoolate de potassium ROK (R = Me, Et) dans le THF conduit a
de nouveaux mélanges de stéréoisoméres (Rf Tableau I), avec des proportions
voisines de 50%. La réaction de transestérification en présence du couple ROH, CsF
bien que beaucoup plus lente (2 a 3 heures) qu’en présence d’alcoolate (quelques
minutes) est plus simple & réaliser et conduit aux dinucléoside alkylphosphotriesters
5 sous forme de diastéréoisomeéres avec des rendements de ’ordre de 70 4 80% selon
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DMTro\fo-?é-oe + H-o\J»OH —_ DMTro\}o»'cz-o\}OH + DMTrO\J»TO-ﬁo'iT/OH
3 4

CsF, ROH

R

separation T O 7
S« et 5 -— DM TrO }O-P-O\}OH
=* des stereoisomeres \r o \ro
5

T
DMTr = diméthoxylrilyle, HO\IOH =thymidine, Ar = p-chlorophenyle,
p. = MQ, E" Mesc'cﬂz ’,

SCHEMA 1
TABLEAU 1
Chromatogrophie sur couche mince” R(F)
COMPOSES A B C D E
CHoCly /MOr{CHaCiy [MrC [CHGCL, frieOm CNZC|,/1 F [somorfban, |
90:10, Vv | 85118, vv | 80z, v 50140 ¢V aww,\wzﬂ.
DMTeT 052 |
DMTrYp 3 ° as1 |
OMTeTE o 0,38 0,54 0,48
MTrTRT Bl o3 0,52 42
o " 2,26 0,48 0,20
B c,2% 0,47 0,16
DM TrTp(R)T b l =1 oz 0,30 9,32
B Q27 0,47 0,24
s R R Y B Y YR A
[] 0,29 (3] 0,45
o{" 0 o,os— ) Q26 0 0,53
DOMTETORTS N ° 0,08 0,2¢ 0 0,53
o e | [ 0,08 0,27 0 i o,s;- ]
= " 9 0,08 6,27 [} 0,5
Acr(CHz)SOH 7 0,17 0,41 J
b ,- 0,18 0,38 '
0,18
DMIFTBRITICH;) Acr L R o R I T
s cl* 0,21 0,41
= s ¢, 20 0,40
b ’ - 0,22
TRIRITR(CH ) Acr 8 R R S U
9 ¢ i' 0%
- 8 0,23
b 0,12 0,33
omreforims]jergace | 18 L 2T
cl= 0,8 035
10 B| ote 0,35

@ Support:gel de silice 60F 254 (Merck), DMTeT - dimethoxyiritylthymidine,
p:p-chioroprenylphosphoester, p(R) 3 alkylphosphoester, a:R:Me, b:R:zEt
el ¢:R :Me3C-CHy , « = izomere x et f:isomére .
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la nature du groupe alkyle. La séparation des isoméres a et S des dinucléoside
alkylphosphotriesters Sa, Sb et 5c (9) est réalisée par chromatographie sur silice en
présence du systéme de solvant D. Les stéréoisomeéres Saa, 5af8, Sba et Sbg sont
également obtenus en séparant les isoméres a et 8 du dinucléoside arylphosphotries-
ter 3 par chromatographie sur silice puis en les traitant avec un léger excés
d’alcoolate de potassium dans le THF ou en présence d’alcool et de DBU. Cette
réaction réalisée & partir de Iisomére 3a conduit uniquement aux isoméres 5af8 ou
5bB. De méme, les isoméres Saa et Sha sont formés a partir de 'isomére 38 (Schéma
2). A partir de chacun des isoméres 3a et 38 et en présence d’alcool et de CsF on
obtient les dinucléoside alkylphosphotriesters Sa, Sb et Sc sous forme de
diastéréoisoméres (Schéma 2). Le diastéréoisomére du dinucléoside arylphosphotries-
ter 3 et le diastéréoisomére du dinucléoside méthylphosphotriester 5a aprés respec-

3—"\ /5—""\
N 7’
/ 3 v AN
Ar N ’ R
T o T To T
DM Tro\J»o-ﬁ-o\}o H = oM TrO\J-O-ﬁ-O\J»O H
o} RN o
% »

Sp

—_ ROH+ CsF (RgMe  Et, Me3CCH; )
--- ROK ,ROH-DBU (R=Me, Et)

SCHEMA 2

tivement désarylation par lion benzohydroxamate!! et déméthylation par le
thiophénol en présence de triéthylamine'? puis détritylation par Pacide acétique’
conduisent au dinucléoside monophosphate TpT. Ce dernier est totalement dégradé
par le venin de serpent en thymidine et en thymidine 5’-phosphate et par l'extrait de
la rate de veau en thymidine 3’-phosphate et en thymidine. Chacun des stéréoisomeéres
du dinucléoside éthylphosphotriester (Sba et 5bB8) ou du dinucléoside néopen-
tylphosphotriester (Sca et 5c¢8) traité avec le p-chlorophénylphosphopyridinium
(Schéma 3), conduit au dinucléotide 3’-arylphosphodiester correspondant 6 avec des
rendements pratiquement quantitatifs. Le couplage de 6 avec le méthoxy-2, chloro-6
(w-hydroxypentylamino)-9 acridine 7 en présence de MSTe donne le dimére 8 avec
des rendements voisins de 70% aprés purification sur silice. L’allongement de la
chaine se fait par détritylation de 8 puis couplage de I’hydroxyle-5’ de 9 avec le
diester 6 pour conduire au tétranucléotide totalement protégé 10. Aprés déprotection
totale (désarylation en présence du couple acide benzohydroxamique-DBU !}, puis
détritylation par I'acide acétique’) les tétranucléotides 2 sont purifiés par HPLC en
phase inverse. (Ty 2ba = 185 secondes, Ty 2bB = 200 secondes, Ty 2ca = 301
secondes, Ty 2¢f = 323 secondes). !?
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SCHEMA 3

Les études de dégradation enzymatique ' ont été réalisées avec deux exonucléases
(une exonucléase 5’ extraite de la rate de veau'> et une exonucléase 3’ extraite du
venin de serpent !* Crotalus durissus) et deux endonucléases: (P, extraite de Penicil-
lium citrinum'® et S, extraite de Aspergillus oryzae'”). Les composés 2ba, 2bB, 2ca
et 2¢f sont stables vis-a-vis des exonucléases 5’ (rate de veau) et 3’ (venin de
serpent) alors que dans les mémes conditions, les oligothymidylates (Tp),T sont
complétement dégradés en T et en pT en présence de venin et en Tp et T en présence
de Pextrait de rate. L’action des endonucléases P, et S; a forte concentration (200
pg/ml pour P, et 0.1 unité/ml pour S;) sur les substances synthétisées conduit dans
tous les cas au bout d’une heure d’incubation & trois composés (Rf Tableau II). Par
chromatographie sur couche mince, ces composés sont identifiés au dinucléoside
alkylé, & un composé ionique comportant la thymidine et 2 un composé ionique
renfermant le chromophore de l'acridine. Aprés action des monophosphatases
alcalines (P.A.)'* deux composés sont identifiés: le dinucléoside alkylé et la
méthoxy-2, chloro-6 (w-hydroxypentylamino)-9 acridine 7.

Py
(Tp(R)Tp),(CH, ) Acr = Tp(R)T + pTp(R)T + p(CH, ) Acr
2ba 2ca ous)
2bB 2cB
Tp(R)T + pTp(R)T + p(CH,)sAcr — Tp(R)T + ACH,);OH
7

A plus faible concentration I'endonucléase P, (diluée 70 fois) dégrade totalement
le tétranucléotide (Tp),(CH,);Acr 1 (n = 4) aprés 12 minutes d’incubation, les
tétranucléotides éthylés 2ba et 2bB aprés environ 30 minutes et les composés
néopentylés 2ca et 2¢8 aprés un peu plus d’une heure. En présence de S, diluée (50
fois), et dans les conditions qui permettent I'hydrolyse totale de (Tp) ,(CH,)sAcr en
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TABLEAU 2
Chromaltogrophie sur couche mince® R(M)
COMPOSES A B c F
CHCly MeOM | CHaCly MeOH | CHgly [MeOH isoPrOryr O
90:10,vV | 85315, VAV 80:20, VAV [ eSions v 2
T 0,10 Q53
Tp 0 o 0,20
pT 0 0 0,20
p(CHolgAcr 0 Ll 0.2t
HO(CH2)gAcr 0,17 041
b 1q 010 0,50
0,10 ¢,50
TRHR)T L TR T R D% S N d
c o 0,1 0,87
8 0,1 0,57
b [« ] 0 0,24
8 o 0 o 2
PTP(RIT c {- 0 0 0,30
8 0 0 0.30
b{' 0 o o 0,46
freritelicpiace P8 L0 L0 e e
c [" 0 ° ) 0,69
2 [} 0 o ° 0,49
(Tp) (CHa)gAcr 1 0 0 0 0,40

eSupport;gel de silice 60F 254 (Merck); Tp=thymidine 3. phosphate;
e B Oa

pTz thymidine S.phosphale; p= -O—g\o ‘e ; b R:Er,c:R:Me3C-CH2,

«z isomeére et B - isomeref.

30 minutes les taux de dégradation observés pour les composés 2, aprés le méme
temps d’incubation, sont les suivants: 30% pour 2ba, 10% pour 2b8 et 2ca et 0%
pour 2cf. Apreés 4 heures d’incubation, les taux d’hydrolyse observés sont voisins de
80% pour 2ba, 50% pour 2bf et 2ca et seulement de 20% pour 2c8.

Des études de stabilité comparatives en milieu alcalin, 4 20°C (soude 0.4 N dans
MeOH/H,0 80:20, v/v, 35 équivalents par groupe alkylphosphotriester) ont été
réalisées avec trois types de composés: les dinucléosides Sa, Sb et S¢ sous forme de
mélange racémique, les dinucléotide 3-phosphodiesters 6ba et 6ca et les
tétranucléotides 2ba et 2ca. Avec les dinucléosides Sb, S¢ nous obtenons essentielle-
ment un composé tritylé identifié 4 la diméthoxytritylthymidine et un composé non
ionique identifié & la thymidine. Dans le cas du dinucléoside méthylé 5a nous
observons en plus la formation d’un composé ionique tritylé (Rf = 0.10, solvant C)
dont l'intensité est équivalente 4 celle de la diméthoxytritylthymidine libérée. Ce
méme produit ionique tritylé est aussi formé dans des proportions plus faibles
(environ 4 fois moins) dans le cas du dinucléoside éthylé 5b ce qui suggére qu'il s’agit
probablement du dinucléoside DMTrTpT. A cOté de ces trois produits, nous
observons également la formation de deux autres dérivés ioniques, I'un tritylé
(R = 0.14), solvant C) et l'autre renfermant seulement de la thymidine (Rf = 0.05,
solvant C) qui sont probablement les diesters DMTrTp(R) et p(R)T. La somme des
intensités de ces deux composés est inférieure i celle des produits non ioniques



08:19 30 January 2011

Downl oaded At:

OLIGOTHYMIDYLATES 69

libérés (diméthoxytritylthymidine et thymidine). La dégradation du dinucléoside
monophosphotriester 5a est presque totale aprés 23 heures alors que dans les mémes
conditions 5b n’est hydrolysé qu’a environ 50% et que 5S¢ est presque intact. Ce
dernier ne présente quenviron 10% de dégradation au bout de trois jours. Dans le
cas des dinucléotide 3’-phosphodiester 6ba et 6ca nous observons également la
libération de la diméthoxytritylthymidine et d’un produit non tritylé (il s’agit
probablement du composé p(R)Tp). Les vitesses d’hydrolyse des dinucléotides 6
sont comparables a celles observées avec les dinucléosides 5.

Les résultats obtenus avec le tétranucléotide 2ba indique environ 25% de dégrada-
tion au bout de 21 heures et 50% au bout de quatre jours [formation d’un produit
majoritaire plus ionique que 2b (Rf = 0.36 syst F) renfermant & la fois la thymidine
et le chromophore de I'acridine et de deux autres produits en quantités beaucoup
plus faibles (Rf = 0.58 et Rf = 0.32, syst F) renfermant également le colorant et la
thymidine]. Le composé 2ca est stable au bout de 21 heures et ne présente que
quelques pour cent de dégradation aprés quatre jours.

Les études d’interaction des tétranucléotides néopentylés 2ca et 2¢f8 avec le poly
r(A) ont été réalisées par spectroscopie d’absorption. La formation des complexes est
caractérisée par un hypochromisme important et un déplacement bathochrome ainsi
que par la présence de trois points isobestiques dans 1a région 320-530 nm. L’étude
des variations spectrales en fonction de la concentration en poly r(A) permet de
déterminer la stoechiométrie de la réaction d’association. Les titrations ont été
effectuées 2 2°C avec des solutions 5.10 > M en oligonucléotide 2 dans le tampon
cacodylate de sodium 10~2 M i force ionique 0.1 M en NaCl, (pH 7) en ajoutant des
quantités connues de poly r(A). Les modifications spectrales atteignent une limite
lorsque le rapport A /T est proche de 1. Une élévation de la température provoque la
dissociation des complexes. Leur stabilité peut étre déterminée par leur température
de demi-dissociation (Tm). Les valeurs de Tm ont été déterminées par mesure de
I’hypochromicité 4 A = 425 nm en utilisant des concentrations en complexes égales a
5.10~% M dans le tampon cacodylate de sodium 102 M et NaCl 0.1 N (pH 7), le
rapport entre la concentration en thymine et adénine étant égal & 1 (Tm 2ca =
11.1°C, Tm 2¢B = 33.2°C).

DISCUSSION

Les stéréoisoméres a et B8 des tétrathymidylates alternés éthylphosphotriester-phos-
phodiester et néopentylphosphotriester-phosphodiester comportant le groupe acridine
en 3’ (2b et 2¢) ont été synthétisés. Cette structure a été choisie du fait de la
possibilité d’obtenir des composés dont les groupes phosphotriesters possédent la
méme configuration stérique Sp et Rp (Schéma 4). L’étape clef de cette synthése
concerne la préparation et la séparation des stéréoisoméres des dinucléoside
¢thylphosphotriesters Sba et 5b8 et des dinucléoside néopentylphosphotriesters Sca
et ScB. Ces stéréoisomeres sont obtenus en séparant par chromatographie sur silice
soit les diastéréoisoméres de DMTrTp(Et)T 5b et de DMTrTp(CH,—CMe,;)T 5S¢
obtenus par transestérification du diastéréoisomére de DMTrTp(Ar)T 3 en présence
d’alcool et de fluorure de césium selon la méthode d’Ogilvie!® soit en séparant les
deux stéréoisoméres a et 8 du dinucléoside arylphosphotriester 3 puis en les traitant
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SCHEMA 4

par un léger excés d’alcoolate de potassium dans le THF. La réaction de
transestérification en présence d’alcoolate est stéréospécifique. A partir de I'isomeére
a du dinucléoside arylé 3 on obtient les isoméres 8 des dinucléosides alkylés 5a et
5b; de méme, les isoméres Saa et Sba sont formés a partir de 3B8. Elle semble
provoquer une inversion de configuration du groupe phosphotriester dans la mesure
ol les isomeéres 3a, Saa et Sba, d’une part, et 38, 5a8 et 5bB (9), d’autre part,
possédent la méme configuration stérique. La transestérification réalisée a partir de
chacun des isoméres 3a et 38 purs en présence d’alcool et de CsF conduit
pratiquement au méme mélange racémique de dinucléoside alkylphosphotriesters 5
(Schéma 2). Cette racémisation, déja signalée par Miller *® dans le cas du dinucléoside
dDMTrib Gp(Ar)bzA en présence d’ethanol et de CsF serait due soit a un échange
rapide entre I'anion fluorure du CsF et le fluorophosphate intermédiaire soit a la
structure de type trans-di-fluorophosphorane de 'intermédiaire activé.!® Les résultats
de la transestérification et ’obtention du TpT a partir des diastéréoisomeéres des
dinucléosides arylé 3 et méthylé 5a confirment la structure des stéréoisomeéres a et 8
des dinucléosides alkylphosphotriesters Sa, Sb et Sc préparés.

A partir de chacun des stéréoisoméres du dinucléoside éthylphosphotriester (Sba
et 5bB) et du dinucléoside néopentylphosphotriester (Sca et 5c¢f) la synthése des
tétrathymidylates alternés alkylphosphotriester-arylphosphotriester 10 est réalisée
selon le Schéma 3. Aprés élimination sélective des groupes p-chlorophényles des
phosphates par un traitement avec I'ion benzohydroxamate en milieu aprotique, puis
détritylation, les tétrathymidylates alternés alkylphosphotriester-phosphodiester sont
obtenus sous forme de stéréoisomeéres (Zba, 2b8, 2ca et 2¢f).

Les endonucléases P, et S, a forte concentration dégradent totalement et unique-
ment les liaisons 3’-phosphodiesters des tétrathymidylates (2ba, 2bB. 2ca et 2¢B)
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pour conduire au dinucléoside alkylphosphotriester Tp(R)T, au 5’ monophosphate
PTp(R)T et au monophosphate du groupe intercalant p(CH,)Acr. Ces résultats
montrent que les groupes phosphotriesters et phosphodiesters sont alternés et que le
premier phosphate internucléotidique (coté 5’) et le phosphate-3’ terminal sont
respectivement substitués par un groupe alkyle et par le groupe acridine. L’inactivité
de la 5’ exonucléase extraite de la rate de veau et de la 3’ exonucléase du venin de
serpent vis-a-vis des composés 2 confirme le blocage du premier phosphate inter-
nucléotidique (coté 5) et 'de 'hydroxyle 3’ terminal. En présence de concentrations
plus faibles en enzyme nous observons que I’estérification partielle des phosphates
internucléotidiques par un groupe alkyle R a un effet protecteur pour les groupes
phosphodiesters adjacents. Cet effet protecteur augmente avec la taille du sub-
stituant R. L’endonucléase P, dégrade les tétranucléotides partiellement substitués
par les groupes néopentyles (Sca et 5¢8), respectivement environ 2, 5 et 6 fois plus
lentement que les dérivés éthylés (Sba et 5bB) et le composé non substitué
(Tp)4(CH,) Acr. La vitesse d’hydrolyse des stéréoisoméres a et 8 des tétraméres Sb
d’une part et Sc d’autre part sont trés voisines en présence de la nucléase P).
Vis-a-vis de la nucléase S, la stabilisation de la chaine nucléotidique par I'estérifica-
tion partielle des phosphates augmente aussi avec la taille du groupe alkyle. L’effet
stabilisateur dépend également de la configuration stérique des groupes
alkylphosphotriesters. Les isoméres 2bg et 2¢8 sont respectivement plus stables que
les composés 2ba et 2ca (environ deux a trois fois).

Les études d’interaction des tétranucléotides porteurs du groupe néopentyle 2ca et
2cB avec les polynucléotides, réalisées par spectroscopie d’absorption, ont montré
que lestérification partielle des phosphates par un groupe alkyle volumineux
(“néopentyle”) n’altére pas la spécificité des interactions. Il se forme des complexes
de stoechiométrie 1:1 (A:T) (résultats publiés ultérieurement) avec le poly r(A) pour
2ca et 2cB. La stabilité des complexes formés, mesurée par leur température de
demi-transition (Tm) dépend de la structure des groupes néopentylphosphotriesters.
L’isomére B conduit 4 la formation d’un complexe plus stable que I'isomére a. La
différence de Tm est voisine de 20°C. Dans les mémes conditions le complexe formé
a partir de I'isomére B est légérement plus stable que le complexe formé & partir du
tétranucléotide (Tp),(CH,)sAcr, [Tm(Tp),(CH;)sAcr = 29.7°C (3), Tm 2¢ca =
11.1°C, Tm 2¢8 = 33.2°C]}.

En vue de synthétiser des composés alternés alkylphosphotriester-phosphodiester
comportant les quatre nucléosides, nous avons testé la stabilit¢é des groupes
alkylphosphotriester en milieu alcalin. La soude a été choisie en remplacement de
Pammoniaque concentrée (habituellement utilisée pour la déprotection des bases
nucléiques) en raison du manque de stabilité de la liaison amino-9 acridine en
présence de cette derniére. Cette étude a été réalisée d’abord avec les
diastéréoisomeéres des dinucléosides 5a, 5b et Sc car ces composés dont ’hydroxyle 5’
est bloqué par un groupe trityle stable en milieu alcalin donnent des produits de
dégradation faciles a identifier. Les résultats obtenus montrent que 'hydrolyse en
milieu alcalin des dinucléoside alkylphosphotriesters se fait essentiellement au niveau
des liaisons internucléotidiques dans le cas des dérivés éthylé 5b et néopentylé Sc. La
fragilité des liaisons internucléotidiques a été observée par Reese et coll. % et Van
Boom et coll. #! dans les études de déprotection des nucléotides arylphosphotriesters
en milieu alcalin. Les vitesses de dégradation obtenues avec les dinucléotides
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3’-phosphodiesters 6ba et 6¢ca sont comparables a celles des dinucléosides Sb et Sc.
Dans ces derniers cas, la présence de ’hydroxyle 3’ libre a peu d’influence sur la
vitesse d’hydrolyse. La stabilité du groupe néopentyle phosphotriester a la fois sous
forme de dinucléoside 5S¢, dinucléotide 6¢ca et tétranucléotide 2ca montre que ce
groupement peut étre utilisé pour protéger partiellement les groupes phosphodiesters
d’oligodésoxynucléotides.

CONCLUSION

Nous avons préparé quatre oligothymidylates possédant la structure alternée
alkylphosphotriester-phosphodiester dont tous les groupes alkylphosphotriesters
possédent la méme configuration stérique (Tp(R)Tp),(CH,)sAcr (R = Et, 2ba et
2bB; R = Me,C—CH,, 2ca et 2cB). La synthése a été réalisée selon la méthode au
phosphotriester en solution 2 partir de chacun des isoméres des dinucléosides éthylés
Sba et SbB d’une part et néopentylés Sca et 5S¢ d’autre part. Les résultats des études
de stabilité de ces substances vis-a-vis des nucléases ont montré que 'estérification
partielle des phosphates a un effet protecteur pour les groupes phosphodiesters
adjacents et que cet effet augmente avec la taille du substituant (les dérivés
néopentylés 2¢ sont plus stables que les dérivés éthylés). Vis-a-vis de ’endonucléase
S, Teffet protecteur dépend également de la configuration stérique du groupe
alkylphosphotriester. Les isoméres 2b8 et 2¢f sont respectivement plus stables que
les isoméres 2ba et 2ca. Les études d’interaction des composés néopentylés, 2ca et
2cf avec les polynucléotides réalisées par spectroscopie d’absorption ont montré que
I’estérification partielle par un groupe alkyle volumineux n’altére pas la spécificité et
qu’elle conduit méme 4 une légére augmentation de I’affinité dans le cas de I'isomére
2¢f. Enfin, le groupe néopentylphosphotriester est stable en milieu alcalin dans les
conditions de déprotection des bases nucléiques, ce qui permet d’envisager la
synthése de séquences de type alterné néopentylphosphotriester-phosphodiester com-
portant les quatre nucléosides en vue d’études in vivo.
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