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OLIGOTHYMIDYLATES COMPORTANT LA 
STRUCTURE ALTERNEE 

PHOSPHODIESTER ET LIES DE FACON 
COVALENTE A UN AGENT INTERCALANT 

ALKYLPHOSPHOTRIESTER- 

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

Centre de Biophysique Molkculaire, C. N.R.S.,  IA, 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,),Acr 2ba; 2bg (R = Et): 
L a .  2c/3 (R = Me,C-CH,)] have been synthesized by the phosphotriester method in solution from 
each pure a and B isomers of the ethylated 5b or neopentylated 5c dinucleoside. This partial esterifica- 
tion of the phosphate groups stabilizes the nucleic acid chain against nucleolytic attack by PI 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 /3 isomers are more resistant to S, nuclease than the 
a isomers. Tetrathymidylates bearing two “neopentyl” groups (Tp(CH,CMel )Tp), (CH, ),Acr 2ca and 
2c/3 give specific complexes with poly r(A) and the /3 isomer 2c binds a little stronger than the 
tetrathyrnidylate (Tp), (CH, ) 5  Acr. The neopentyl group is stable under the conditions required for the 
synthesis of oligcdeoxynucleotides involving the four nucleic acid bases. I t  can be used for the partial 
esterification of the phosphodiester groups. 

Quatre oligothymidylates comportant la structure alternie alkyl-phosphotriester-phosphodiester et dont 
tous les groupes alkylphosphotriesters posedent la mEme configuration stirique [(Tp(R)Tp)? (CH, ) J  Acr, 
%a. 2b/3 (R = Et); 2ca. 2Cp (R = Me,C-CH,)] ont i t 6  synthitisks selon la methode au phosphotries- 
ter en solution A partir de chacun des isomeres a et /3 du dinuclioside ethyl6 5b ou niopentylt 5c. Cette 
estirification partielle des groupes phosphates augmente la stabiliti de la chaine nucliotidique vis-;?-vis de 
I’action des nuclkases. Cet effet stabilisateur augmente avec la taille du groupe alkyle (en prisence des 
endonucliases PI et S,)  et depend de la configuration stirique des groupes alkylphosphotriesters (en 
prisence de S, les isomeres /3 sont  plus risistants que les isomkres a). Les titrathymidylates porteurs de 
deux groupes ntopentyle (Tp(CH,CMe,)Tp),(CH, ),Acr 2ca et 2cg forment des complexes spicifiques 
avec I’acide polyriboadinylique; le complexe formi a partir de I’isomere 2cfi est Iigkrement plus stable 
que celui formi a partir du tetrathymidylate (Tp),(CH,)SAcr. Le groupe neopentyl est stable dans les 
conditions de synthese des oligcdioxynucliotides comportant les quatre bases nucliiques: il peut donc 
Etre utilid pour esterifier partiellement les groupes phosphodiesters. 

INTRODUCTION 

En w e  de mettre au point de nouvelles substances utilisables pour le contr6le stlectif 
de l’expression des gknes, nous avons r k m m e n t  synthttist une nouvelle famille de 
composts comportant un oligodtsoxyribonucltotide l i C  de f a p n  covalente A un 
agent intercalant par l’intermtdiaire d’une chaine polymtthylbne 1 1-3 (oligo dN- 
bras-intercalant). Les ttudes d’interaction de ces substances avec les acides nucltiques, 
rtalistes par spectroscopie d’absorption, de fluorescence 2 7 3  et de RMN montrent 
que les “oligo dN-bras-intercalant” forment des complexes spkifiques avec les 
skquences nucltiques compltmentaires et que l’intercalant, par son affinitt pour les 
plateaux de bases, stabilise le complexe formt. 
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64 U. ASSELINE, C. BARBIER ET N.  T. THUONG 

Afin d’amkliorer le systkme “oligo dN-bras-intercalant” en vue de son utilisation 
in uiuo, nous avons entrepris la modification de la chaine nuclkotidique en remplapnt 
partiellement les groupes phosphodiesters charges nkgativement par des groupes 
phosphotriesters non chargks ou porteurs d’une charge positive .5 Cette substitution 
a pour objectif d’obtenir des composks plus stables vis-a-vis des nuclkases et 
d’augmenter l’affinitk du systbme pour la skquence nuclkique complkmentaire par 
rCduction des rCpulsions klectrostatiques entre les charges nkgatives de 
I’oligonuclbtide et celles de la skquence cible complkmentaire. 

Nous dkcrivons dans ce travail la synthbe et quelques propriktks des oligothy- 
midylates posskdant la structure ahem& “alkylphosphotriester-phosphodiester” 2 
dans laquelle les groupes phosphotriesters possedent la mCme configuration stkrique. 

2 Acr = 
W 

1 
-N 

RESULTATS 

La synthbe des isombres a et /3 des dinuclbside alkylphosphotriesters 5 est rkaliske 
selon le Schkma 1. Le couplage du dimkthoxytritylthymidine 3’-arylphosphodiester 
avec un excbs de thymidine (2 Cquivalents) en prksence de mtsitylene 
sulfonyltktrazolide (MSTe) ’.* conduit essentiellement au dinuclkoside-( 3’-5’)- 
arylphosphotriester 3 et de l’ordre de 5 ii 7% de dkrivk 3‘-3‘4 (RF = 0.44, solvant A) 
qui peuvent Ctre skparts par chromatographie sur d i c e  en prtsence du solvant A. 
Dans le systbme D, le dinuclkoside arylk 3 donne deux taches don1 les intensitks sont 
voisines .9 La transestkrification rkaliske avec le diastkrkoisomkre arylk 3 en prksence 
du couple ROH, CsF” (ROH = MeOH, EtOH et Me&-CH,-OH) dans CH,CN 
ou en prksence d’alcoolate de potassium ROK (R = Me, Et) dans le T H F  conduit a 
de nouveaux melanges de stkrhisombres (Rf Tableau I), avec des proportions 
voisines de 50%. La reaction de transestkrification en prksence du couple ROH, CsF 
bien que beaucoup plus lente (2 a 3 heures) qu’en prtsence d’alcoolate (quelques 
minutes) est plus simple rkaliser et conduit aux dinuclkoside alkylphosphotriesters 
5 sous forme de diastkrkoisombes avec des rendements de I’ordre de 70 a 80% selon 
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OLIGOTHYMIDYLATES 65 

j ? @  T T ir T T f T  
A r  

D M T r O  0- -0 + H-O,)OH - DMTrO,/O;OdOH + DMTrO,/O-I, V O H  
8 0 

3 f - 1  
CsF, ROH 1 

R 
G p o r o t  ion T O  T 5, et 3 0 DM TrO<O-E-O\pH 

des ster&oIsorn&-es 0 
5 - 

T 
DMTr = dimithowylri tyle, HO\JOH = thymidine, A.r = p-chlorophinyle, 

f? = Me, EI,Me-,C-CH2 , 
SCHEMA 1 

T A B L E A U  1 
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66 U. ASSELINE. C. BARBIER ET N.  T. THUONG 

la nature du groupe alkyle. La stparation des isomhes a et B des dinuclkoside 
alkylphosphotriesters 5a, 5b et 5c (9) est rkaliske par chromatographie sur silice en 
prksence du systkme de solvant D. Les stkrkoisombres Saa, Sap, 5ba et 5bB sont 
kgalement obtenus en skparant les isomkres a et fi  du d inuc lh ide  arylphosphotries- 
ter 3 par chromatographe sur silice puis en les traitant avec un ltger exds  
d’alcoolate de potassium dans le THF ou en prCsence d’alcool et de DBU. Cette 
rkaction rkaliske A partir de l’isomere 3a conduit uniquement aux isomhes Sap ou 
5bp. De mCme, les isomkes Saa et 5ba sont formks a partir de l’isomhe 3/3 (Schkma 
2). A partir de chacun des isomkres 3a et 3B et en prksence d’alcool et de CsF on 
obtient les dinuclkoside alkylphosphotriesters 5a, Sb et 5c sous forme de 
diastkrkoisomkres (Schkma 2) .  Le diastkrkoisombre du dinuclbside arylphosphotries- 
ter 3 et le diastertoisomhe du dinucldoside mkthylphosphotriester 5a a p r b  respec- 

D M  

5 / -  
- 
_ _ _  R O K  , R O H - D B U  ( R = M e , E t )  

R O H  + C s F  (R Me , E l ,  Me3CCHz ) 

SCHEMA 2 

tivement dksarylation par l’ion benzohydroxamate ‘ I  et dkmkthylation par le 
thiophknol en prksence de trikthylamine12 puis dttritylation par l’acjde adt ique 
conduisent au dinuclbside monophosphate TpT. Ce dernier est totalement dkgradt 
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 stkrbisomckes 
du dinuclbside Cthylphosphotriester (5ba et 5bB) ou du dinuclbside nhpen-  
tylphosphotriester (5ca et 5 s )  trait6 avec le p-chlorophknylphosphopyridinium 
(Schkma 3), conduit au dinuclhtide 3’-arylphosphodiester correspondant 6 avec des 
rendements pratiquement quantitatifs. Le couplage de 6 avec le mCthoxy-2, chloro-6 
(~-hydroxypentylamino)-9 acridine 7 en prksence de MSTe donne le dimkre 8 avec 
des rendements voisins de 70% a p r b  purification sur silice. L’allongement de la 
chaine se fait par dttritylation de 8 puis couplage de I’hydroxyle-5’ de 9 avec le 
diester 6 pour conduire au tktranuclkotide totalement protkgk 10. Aprb  dkprotection 
totale (dksarylation en prksence du couple acide benzohydroxamique-DBU 11, puis 
dktritylation par l’acide acktique 7, les tktranuclbtides 2 sont purifiks par HPLC en 
phase inverse. (TR 2ba = 185 secondes, T R  2bB = 200 secondes, T, 2ca = 301 
secondes, T, 2cB = 323 secondes). l 3  
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OLICaTHYMIDY LATES 67 

A r  

SCHEMA 3 

Les Ctudes de dkgradation enzymatique l4 ont CtC rCalisk avec deux exonuclCases 
(une exonuclkase 5’extraite de la rate de veaulS et une exonuclkase 3’ extraite du 
venin de serpent Crotalus durissus) et deux endonucltases: (P, extraite de Penicil- 
hum citrinum l6 et S ,  extraite de Aspergillus oryzae ”). Les composts 2ba, 2b/3, 2ca 
et 2c/3 son1 stables vis-a-vis des exonuclkases 5’ (rate de veau) et 3’ (venin de 
serpent) alors que dans les mtmes conditions, les oligothymidylates (Tp),,T sont 
complktement dCgradCs en T et en pT en prCsence de venin et en Tp et T en presence 
de l’extrait de rate. L‘action des endonuclkases P, et S, a forte concentration (200 
pg/ml pour P, et 0.1 unitt/ml pour S,) sur les substances synthCtisCes conduit dans 
tous les cas au bout d’une heure d’incubation a trois composks (Rf Tableau 11). Par 
chromatographie sur couche mince, ces composks sont identifiks au dinuclbside 
alkylC, a un composk ionique comportant la thymidine et a un composC ionique 
renfermant le chromophore de l’acridine. Aprb  action des monophosphatases 
alcalines (P.A.)14 deux composks sont identifib: le dinuclbside alkylC et la 
mCthoxy-2, chloro-6 (o-hydroxypentylamino)-9 acridine 7. 

(Tp(R)Tp)2(CH2),Acr ’ Tp(R)T + pTp(R)T + p(CHZ)5Acr 
ou s, 2ba 2ca 

as 
Tp(R)T + pTp(R)T + p ( C H , ) , A c ~ ~ ’ T p ( R ) T  + Ac(CH,),OH 

7 
A plus faible concentration l’endonuclkase P, (diluCe 70 fois) dCgrade totalement 

le tktranuclbtide (Tp),(CH,),Acr 1 ( n  = 4) aprb  12 minutes d’incubation, les 
tttranucltotides tthylts 2ba et 2b/3 a p r b  environ 30 minutes et les composts 
nbpentylks 2ca et 2c/3 a p r b  un peu plus d’une heure. En prCsence de S, d i luk  (50 
fois), et dans les conditions qui permettent l’hydrolyse totale de (Tp),(CH,),Acr en 
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68 U. ASSELINE, C. BARBIER ET N. T. THLJONG 

T A B L E A U  2 

C h r o m o l o g r o p h i c  sur couchc m i n c c ' R ( f 1  

C OM POSE 5 A B l  C F . 

30 minutes les taux de dtgradation observts pour les composks 2, aprb  le mtme 
temps d'incubation, sont les suivants: 30% pour 2ba, 10% pour 2bB et 2ca et 0% 
pour 2cB. Aprks 4 heures d'incubation, les taux d'hydrolyse observb sont voisins de 
80% pour 2ba, 50% pour 2bB et 2ca et seulement de 20% pour 2cB. 

Des ttudes de stabilitk comparatives en milieu alcalin, it 20°C (soude 0.4 N dans 
MeOH/H,O 80:20, v/v, 35 huivalents par groupe alkylphosphotriester) ont Ctt 
rCalisks avec trois types de compos5.s: les dinuclhsides 5% 5b et 5c sous forme de 
mtlange radmique, les dinuclhtide 3-phosphodiesters 6ba et 6ca et les 
tktranuclhtides 2ba et h a .  Avec les dinuclhsides 5b, 5c nous obtenons essentielle- 
ment un compost5 tritylt identifit li la dimtthoxytritylthymidine et un composk non 
ionique identifit it la thymidine. Dans le cas du dinuclhside mCthylC 5a nous 
observons en plus la formation d'un compost ionique tritylt (Rf = 0.10, solvant C) 
dont l'intensitt est Quivalente li celle de la dimtthoxytritylthymidine libtrte. Ce 
m&me produit ionique tritylt est aussi form6 dans des proportions plus faibles 
(environ 4 fois moins) dans le cas du dinuclkside kthylt 5b ce qui suggkre qu'il s'agit 
probablement du dinuclhside DMTrTpT. A c6tC de ces trois produits, nous 
observons Cgalement la formation de deux autres dtrivts ioniques, l'un tritylt 
(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 
intensitb de ces deux composts est inftrieure li celle des produits non ioniques 
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OLIGOTHYMIDYLATES 69 

libtrts (dimkthoxytritylthymidine et thymidine). La dkgradation du dinuclbside 
monophosphotriester 5a est presque totale aprb 23 heures alors que dans les mCmes 
conditions 5b n’est hydrolyst qu’i environ 50% et que 5c est presque intact. Ce 
dernier ne prtsente qu’environ 10% de dkgradation au bout de trois jours. Dans le 
cas des dinuclbtide 3’-phosphodiester 6ba et 6ca nous observons Cgalement la 
libtration de la dimkthoxytritylthymidine et d’un produit non tritylt (il s’agit 
probablement du cornpod p(R)Tp). Les vitesses d’hydrolyse des dinuclbtides 6 
sont comparables A celles observkes avec les dinuclbsides 5. 

Les rdsultats obtenus avec le tttranuclbtide 2ba indique environ 254; de dkgrada- 
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 h la fois la thymidine 
et le chromophore de l’acridine et de deux autres produits en quantitts beaucoup 
plus faibles (Rf = 0.58 et Rf = 0.32, syst F) renfermant tgalement le colorant et la 
thymidine]. Le composk 2ca est stable au bout de 21 heures et ne prtsente que 
quelques pour cent de dtgradation apres quatre jours. 

Les ttudes d’interaction des tttranucltotides nbpentylts 2ca et 2cB avec le poly 
r(A) ont t t k  rtalisks par spectroscopie d’absorption. La formation des complexes est 
caracttrisk par un hypochromisme important et un dtplacement bathochrome ainsi 
que par la prtsence de trois points isobestiques dans la rtgion 320-530 nm. L‘ttude 
des variations spectrales en fonction de la concentration en poly r(A) permet de 
dkterminer la stoechiomttrie de la rkaction &association. Les titrations ont Ctk 
effectukes h 2°C avec des solutions 5.10-5 M en oligonucltotide 2 dans le tampon 
cacodylate de sodium M h force ionique 0.1 M en NaCl, (pH 7) en ajoutant des 
quantitts connues de poly r(A). Les modifications spectrales atteignent une limite 
lorsque le rapport A/T est proche de 1. Une tlkvation de la tempkrature provoque la 
dissociation des complexes. Leur stabilitt peut Ctre dtterminke par leur temptrature 
de demi-dissociation (Tm). Les valeurs de Tm ont k t t  diterminkes par mesure de 
l’hypochromicitt B X = 425 nm en utilisant des concentrations en complexes tgales a 
5.10-5 M dans le tampon cacodylate de sodium M et NaCl 0.1 N (pH 7), le 
rapport entre la concentration en thymine et adtnine itant kgal B 1 (Tm 2ca = 
l l . l°C, Tm 2c/3 = 33.2”C). 

DISCUSSION 

Les stbbisomtres a et fl  des tttrathymidylates alternts tthylphosphotriester-phos- 
phodiester et nbpentylphosphotriester-phosphodiester comportant le groupe acridine 
en 3’ (2b et 2c) ont CtC synthktisks. Cette structure a ktk choisie du fait de la 
possibilitt d’obtenir des composts dont les groupes phosphotriesters possMent la 
meme configuration sttrique Sp et Rp (Schema 4). L‘ktape clef de cette synthbe 
mncerne la prtparation et la stparation des sttrtoisombres des dinuclbside 
6thylphosphotriesters Sba et 5bP et des dinuclkoside ntopentylphosphotriesters Sca 
et %/3. Ces sttrbisomhes sont obtenus en e a r a n t  par chromatographie sur silice 
soit les diastkrbisombes de DMTrTp(Et)T 5b et de DMTrTp(CH,-CMe,)T k 
obtenus par transestinfication du diastirhisombre de DMTrTp(Ar)T 3 en prksence 
d’alcool et de fluorure de dsium selon la mithode d’Ogilvie’O soit en stparant. les 
deux sttrtoisomkres a et B du dinuclkoside arylphosphotriester 3 puis en les traitant 
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isomere Sp isomare R p  

SCHEMA 4 

par un ltger excb  d’alcoolate de potassium dans le THF. La rtaction de 
transestdrification en prksence d’alcoolate est sttrtosptcifique. A partir de I’isomhe 
a du dinuclbside arylk 3 on obtient les isomhes /3 des dinuclkosides alkylts 5a et 
5b; de mCme, les isombres 5aa et 5ba sont formts a partir de 3/3. Elle semble 
provoquer une inversion de configuration du groupe phosphotriester dans la mesure 
ou les isom6res 3a, 5aa et %a, d’une part, et 38, 5a/3 et 5bp (9), d’autre part. 
possuent  la meme configuration sttrique. La transestkrification rtaliste partir de 
chacun des isomtres 3a et 38 purs en prtsence d’alcool et de CsF conduit 
pratiquement au mCme mtlange radmique de dinucltoside alkylphosphotriesters 5 
(Schtma 2). Cette rackmisation, dtja signal& par Miller l8  dans le cas du dinucltoside 
dDMTrib Gp(Ar)bzA en prtsence d’ethanol et de CsF serait due soit a un tchange 
rapide entre l’anion fluorure du CsF et le fluorophosphate intermtdiaire soit a la 
structure de type trans-di-fluorophosphorane de I’intermdiaire activt. l9 Les rtsultats 
de la transestkrification et l’obtention du TpT partir des diasttrtoisomeres des 
dinuclbsides arylk 3 et mkthylC 5a confirment la structure des sttrtoisomkres a et p 
des dinucliosides alkylphosphotriesters Sa, 5b et 5c prtpards. 

A partir de chacun des stkrbisomkres du dinuclkoside tthylphosphotriester (5ba 
et 5bB) et du dinuclbside nbpentylphosphotriester (%a et $0) la synthlse des 
tttrathymidylates altemts alkylphosphotriester-arylphosphotriester 10 est rtaliste 
selon le SchCma 3. A p r b  dimination sklective des groupes p-chlorophknyles des 
phosphates par un traitement avec l‘ion benzohydroxamate en milieu aprotique, puis 
dktritylation, les tdtrathymidylates alternts alkylphosphotriester-phosphodiester son t 
obtenus sous forme de sttrbisom&res (2ba, 2bp, 2ca et 

Les endonucltases P, et S ,  h forte concentration dkgradent totalement et unique- 
ment les liaisons 3’-phosphodiesters des tttrathymidylates (2ba, 2bp. 2ca et 2cP) 
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OLIGOTHYMIDYLATES 71 

pour conduire au dinuclbside allrylphosphotriester Tp(R)T, au 5‘ monophosphate 
pTp(R)T et au monophosphate du groupe intercalant p(CH,),Acr. Ces rksultats 
montrent que les groupes phosphotriesters et phosphodiesters sont alternks et que le 
premier phosphate internuclbtidique (cbtk 5’) et le phosphate-3’ terminal sont 
respectivement substituks par un groupe alkyle et par le groupe acridine. L‘inactivitk 
de la 5’ exonuclkase extraite de la rate de veau et de la 3’ exonuclhe du venin de 
serpent vis-a-vis des composb 2 confirme le blocage du premier phosphate inter- 
nuclkotidique (c6tk 5’) et ‘de l’hydroxyle 3‘ terminal. En prksence de concentrations 
plus faibles en enzyme nous observons que l’estkrification partielle des phosphates 
internuclkotidiques 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‘endonuclkase Pl dCgrade les tktranuclbtides partiellement substituks 
par les groupes nbpentyles (%a et %P), respectivement environ 2, 5 et 6 fois plus 
lentement que les dCrivCs kthylks (5ba et 5bB) et le composk non substituk 
(Tp),(CH,),Acr. La vitesse d’hydrolyse des stkrkoisomhes a et /3 des tktramkres 5b 
d’une part et 5c d’autre part sont trbs voisines en prbence de la nuclkase P,. 
Vis-a-vis de la nuclkase S, la stabilisation de la chaine nuclbtidique par l’estkrifica- 
tion partielle des phosphates augmente aussi avec la taille du groupe alkyle. L‘effet 
stabilisateur dkpend kgalement de la configuration stkrique des groupes 
alkylphosphotriesters. Les isomkres 2bB et 2c/3 sont respectivement plus stables que 
les composks 2ba et 2ca (environ deux a trois fois). 

Les Ctudes d’interaction des tktranuclkotides porteurs du groupe nkopentyle 2ca et 
2c/3 avec les polynuclbtides, rtaliskes par spectroscopie &absorption, ont montrk 
que l’estkrification partielle des phosphates par un groupe alkyle volumineux 
(“nbpentyle”) n’altkre pas la spkcificitk des interactions. I1 se forme des complexes 
de stoechiomktrie 1:l (A:T) (rksultats publiks ultkrieurement) avec le poly r(A) pour 
2ca et 2cB. La stabilitk des complexes form&, mesurke par leur tempkrature de 
demi-transition (Tm) dtpend de la structure des groupes neopentylphosphotriesters. 
L‘isomhre B conduit ii la formation d’un complexe plus stable que l’isomkre a. La 
diffkrence de Tm est voisine de 20°C. Dans les m&mes conditions le complexe formk 
a partir de l’isombre /3 est ltgerement plus stable que le complexe formk a partir du 
tktranuclkotide (Tp),(CH,),Acr, [Tm(Tp),(CH,),Acr = 29.7”C (3), Tm 2ca = 
11.1”C, Tm 2c/3 = 33.2”CI. 

En vue de synthttiser des composks alternks alkylphosphotriester-phosphodiester 
comportant les quatre nuclbsides, nous avons testk la stabilit6 des groupes 
alkylphosphotriester en milieu alcalin. La soude a ktk choisie en remplacement de 
l’ammoniaque mncentrk (habituellement utilisk pour la dkprotection des bases 
nuclkiques) en raison du manque de stabilitt de la liaison amino-9 acridine en 
prksence de cette dernikre. Cette etude a ktk rkaliske d’abord avec les 
diasttrbisombes des dinuclbsides 5% 5b et 5c car ces composts dont l’hydroxyle 5’ 
est bloqut par un groupe trityle stable en milieu alcalin donnent des produits de 
dkgradation faciles a identifier. Les rksultats obtenus montrent que l’hydrolyse en 
milieu alcalin des dinuclbside alkylphosphotriesters se fait essentiellement au niveau 
des liaisons internuclbtidiques dans le cas des dkrivks kthylk 5b et nbpentylk 5. La 
fragiliti des liaisons internuclbtidiques a CtC observk par Reese et a l l .  2o et Van 
Boom et coll. 21 dans les Ctudes de dkprotection des nuclbtides arylphosphotriesters 
en milieu alcalin. Les vitesses de digadation obtenues avec les dinuclkotides 
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3’-phosphodiesters 6ba et 6ca sont comparables a celles des dinucltosides 5b et 5c. 
Dans ces derniers cas, la prksence de l’hydroxyle 3’ libre a peu d’influence sur la 
vitesse d’hydrolyse. La stabilitt du groupe nhpentyle phosphotriester B la fois sous 
forme de dinuclhside 5, dinuclkotide 6ca et tttranuclhtide 2ca montre que ce 
groupement peut etre utilist pour prottger partiellement les groupes phosphodiesters 
d’oligodtsox ynuclhtides. 

CONCLUSION 

Nous avons prtpart quatre oligothymidylates posskdant la structure alternke 
alkylphosphotriester-phosphodiester dont tous les groupes alkylphosphotriesters 
possuent la mCme configuration sttrique (Tp(R)Tp),(CH,),Acr (R = Et, 2ba et 
2bB; R = Me&-CH,, 2ca et 2@). La synthkse a Ctk rbl isk selon la mtthode au 
phosphotriester en solution B partir de chacun des isomkres des dinuclhsides tthylts 
5ba et 5b/3 d’une part et nhpentylts 5ca et Sc/3 d’autre part. Les rksultats des ttudes 
de stabilitt de ces substances vis-h-vis des nuclkases ont montrt que l’esttrification 
partielle des phosphates a un effet protecteur pour les groupes phosphodiesters 
adjacents et que cet effet augmente avec la taille du substituant (les dtrivts 
nbpentylts 2c sont plus stables que les dtrivks tthylks). Vis-B-vis de l’endonucltase 
S, l’effet protecteur dtpend kgalement de la configuration sttrique du groupe 
alkylphosphotriester. Les isomkres 2bB et 2cB sont respectivement plus stables que 
les isomkres 2ba et 2ca. Les ttudes #interaction des composts nkopentylb, 2ca et 
2c/3 avec les polynuclhtides rtaliskes par spectroscopie d’absorption ont montrt que 
l’esttrification partielle par un groupe alkyle volumineux n’althe pas la sptcificitt et 
qu’elle conduit meme B une 1Cgkre augmentation de l’affinitt dans le cas de l’isomkre 
243. Enfin, le groupe nbpentylphosphotriester est stable en milieu alcalin dans les 
conditions de dkprotection des bases nucltiques, ce qui permet d’envisager la 
synthtse de sdquences de type alternt nhpentylphosphotriester-phosphodiester com- 
portant les quatre nuclhsides en vue d’ktudes in uiuo. 
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