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PHOSPHOAMMONIUM, REACTIF DE
PHOSPHORYLATION EN SYNTHESE
OLIGONUCLEOTIDIQUE

NGUYEN THANH THUONG, CHRISTINE BARBIER et
ULYSSE ASSELINE

Centre de Biophysique Moléculaire, C.N.R.S.,
1A, avenue de la Recherche Scientifique,
45045 Orleans Cedex, France

( Received September 24, 1982)

The methylarylhalogenophosphate-pyridine- 1,5-dimethyltetrazole system permits the introduction of the
arylphosphodiester group either in the 3’ or in 5 position of a deoxynucleoside or of a nucleotide carrying
sensitive protecting groups such as the dimethoxytrityl and B-cyanoethyl groups.

Le systeme methylarylhalogenophosphate-pyridine-1,5-dimethyltetrazole permet d’introduire en une
etape le groupe arylphosphodiester soit en 3’ soit en 5" d’'un deésoxynucleoside ou d’un nucleotide porteur
de groupements protecteurs sensibles en milieu acide et basique.

INTRODUCTION

La méthode au phosphotriester modifié'~> connait actuellement un développement
considérable en synthése d’oligodésoxynucléotide (ODN); cette stratégie consiste a
coupler 'hydroxyle-5 d’un nucléotide convenablement protégé 1 (R = B-cyano-
éthyle) avec un nucléoside-3’ phosphodiester 2 (Schéma 1).

En vue de mettre au point de nouvelles synthéses simples de nucléoside-3’
phosphodiesters 2 et de triesters de type 1 (avec R = Me, alkyle... ), nous avons
synthétisé et étudié les bromophosphates comme réactifs de phosphorylation;®’
nous avons observé que le méthyl-p-chlorophénylbromophosphate 3a réagit avec les
désoxynucléosides 4T, 4A, 4C et 4G pour donner essentiellement les nucléoside-3'-
phosphotriesters 5Ta, 5Aa, 5Ca et 5Ga quand le bromophosphate est ajouté a une
solution de nucléoside dans la pyridine (voie a). Par contre, lorsque les nucléosides
4T, 4A, 4C et 4G sont ajoutés & un mélange de bromophosphate 3a et de pyridine
(voie B), on n’obtient pas de triester mais des nucléoside-3’-phosphodiesters 2Aa,
2Ca et 2Ga avec des rendements de 10 a 15% sauf dans le cas du diester 2Ta
(Schéma 2).

En vue d’élucider les mécanismes de ces réactions et d’accéder en une étape aux 4
désoxynucléoside-phosphodiesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ga, nous nous proposons
d’étudier d’une part, la réaction entre les alkylarylhalogénophosphates 3 et la
pyridine, et d’autre part de trouver de nouvelles conditions de phosphorylation plus
efficaces que le systéme pyridinebromophosphate 3a.
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SCHEMA 2 (T) B = Thymine; (A} B = N-benzoyl-adenine; (C) B = N-anizoyl-cytosine; (G) B = N-
isobutyryl-guanine; DMTr = p-diméthoxytrityle; Py = pyridine; (a) Ar = p-chlorophenyle, X = Br.

RESULTATS

La réaction entre les alkylarylhalogénophosphates 3a a 3e avec la pyridine deutériée
a 30°C a été suivie par RMN 'H; les spectres ont été enregistrés sitdt que
I’halogénophosphate a été ajouté & la solution de pyridine deutériée dans CDCl,
puis en fonction du temps.

Pour les halogénophosphates utilisés (Tableau I), on observe 1a diminution ou la
disparition du groupement ester ROP caractéristique de la réaction de déalkylation
et 'apparition simultanée de I’halogénure alkyle et d’ion alkylpyridinium. La réac-
tion de dealkylation est trés rapide pour les alkylarylbromophosphates 3a a 3d,
tandis qu’elle est beaucoup plus lente pour le chlorophosphate 3e. De plus, la
proportion respective d’halogénoalkyle et d’ion alkylpyridinium formés varie avec la
nature de I'halogénophosphate.

Les essais de phosphorylation du 5’-O-diméthoxytritylthymidine 4T par le méthyl
p-chlorophénylbromophosphate 3a en présence de bases tertiaires comme catalyseurs
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TABLEAU I
Etude par RMN 'H de la réaction de 1a pyridine deutériée avec les alkylarylhalogénophosphates 3

(RO)AIO)O)P—X + Py — (°O)(ArO)O)P— P y + RX + R— P y,X°

3 11
@
Temps 3 RX R Py, X°

Ar R X en mn %) (%) (%)

a p-CIC;H, Me Br 12 0 ~ 15 ~ 85
10 0 £ 100

b O-CIC¢H Me Br 1? 0 ~ 15 ~ 85
10 0 € 100

c p-MeO,CC¢H, Me Br 12 0 ~ 15 ~ 85
15 0 € 100

d p-CIC4H, Et Br 1? 0 ~ 90 ~ 10
10 0 ~ 80 ~ 20

15 0 ~ 70 ~ 30

€ p-CIC¢H, Me Cl 1 ~ 80 ~7 ~ 13
10 ~23 ~ 30 ~ 47

30 0 33 67

20n ajoute 6 mmol d'ha]ogénophosphate (3a a 3e) a une solution de pyridine deuteriée (0,5 ml) et

de CDCl, (0,5 ml). Le spectre RMN "H (spectrographe Perkin-Elmer R12) est enregistre des que le

melange est effectue. L’évolution du milieu réactionnel a 30°C a éte déterminée en suivant d’une part

le groupement ester ROP {(MeOP doublet (d) & ~ 3,94 ppm, I = 14-15 Hz), (CH;—CH,0P

multiplet 8 ~ 44 ppm)] et d’antre part I'apparition d’halogénure alkyle et d’ion alkylpyridinium

[(MeBr singulet (s) & = 2,58 ppm), (MeCl (s) 8§ = 3 ppm), (MeCH,Br, Me 6 ~ 1,55 ppm, CH,
® ®

8 ~ 3,45 ppm), (Me— NC,D; (s) & ~ 4,6 ppm), MeCH,NC;Ds, Me § ~ 1,55 ppm, CH, & ~ 5,15
ppm)].

nucléophiles ont é&té réalisés d’abord dans I'acétonitrile puis dans la pyridine, les
proportions des composés formant le mélange réactionnel ont été estimées par
chromatographie sur couche mince (CCM).

Dans Dacétonitrile (Tableau II), la phosphorylation du 5-O-diméthoxytri-
tylthymidine 4T par le méthyl p-chlorophénylbromophosphate 3a (selon la voie )
en présence de méthyl-1 imidazole (MI) ou de pyridine conduit essentiellement au
triester STa.

Dans les mémes conditions, la triméthylamine (TMA) et la triéthylamine (TEA)
donnent par contre, essentiellement le diester 2Ta a cdté de faibles quantités de
triester STa; cette réaction de formation de diester 2Ta est beaucoup plus lente que
celle du triester STa et nécessite quelques heures a la température ambiante. Lorsque
la réaction est réalisée selon la voie B et en présence de MI, seule une trace de
composé ionique est formée et ’essentiel du nucléoside 4T est retrouve intact.

Dans la pyridine (Tableau III), contrairement au bromophosphate 3a qui donne
essentiellement les nucléoside-3’ phosphotriesters 5Ta, 5Aa, 5Ca et 5Ga,” la phos-
phorylation des quatre désoxynucléosides protégés 4T, 4A, 4C et 4G selon la voie «
par le chlorophosphate 3e conduit, aprés 3 h a la température ambiante, seulement a
des traces de triesters SAa, SCa et 5Ga et environ 30% de triester STa. Par contre,
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TABLEAU 11

Phosphorylation du 5'-O-dimethoxytritylthymidine 4T par le méthyl p-chlorophenylbromophosphate 3a
en presence de base R;N et dans 'acetonitrile

R3;N
(DMT)T + (MeO)(CIPhO)O)PBr 2> (DMTHT ¥ Me + (DMTHT—CIPh
3
4T 3a STa 2Ta

Voie de Duree 47 5Ta 2Ta

R;N Synthese® a20°C (%) (%) (%)
MI a 30 min 0 > 95 3
8 3h ~ 100 0 e
Py a 30 min 0 ~ 95 ~5
TMA a 3h 0 € 90-95
TEA a 3h ~ 10 ~ 10 ~ 75

DMTe® a

% addition de 3a (3 équivalents) a la solution de 4T (1 équivalent) et de R;N (8 équivalents) dans
I’acétonitrile; B: addition de 4T (1 équivalent) a la solution de 3a (3 équivalents) et de MI (8
equivalents) dans Vacetonitrile.

®On observe que le 5-OH est detrityle.

comme le bromophosphate 3a, le chlorophosphate 3e réagit avec les quatre
nucléosides selon la voie B pour donner quantitativement le diester 2Ta et environ
10% de diesters 2Aa, 2Ca et 2Ga.

Lorsqu’on fait réagir le chlorophosphate 3e avec les quatre nucléosides dans la
pyridine et en présence de composés tels que le DMTe, la TMA, la p-diméthyl-
aminopyridine (DMAPYy) et le 1H-tétrazole (Te), on observe que le DMTe catalyse
trés nettement la réaction de formation des diesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ga. La CCM
du milieu réactionnel indique que ces derniers composés sont formés exclusivement
apres 3 h de réaction 4 la température ambiante lorsqu’on ajoute les nucléosides & un
meélange de chlorophosphate 3e et de DMTe dans la pyridine (voie 8); les mémes
diesters sont aussi obtenus avec de bons rendements & coté de faibles quantités de
triesters (20-30% de STa et ~ 2-4% de 5Aa, 5Ca, 5Ga) quand le chlorophosphate est
ajouté 4 une solution de nucléosides et de DMTe dans la pyridine.

Les quatre nucléoside-3” phosphodiesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ga obtenus selon la
voie f3, aprés extraction au chloroforme, donnent une tache unique en CCM; ces
composés ont été identifiés avec les mémes produits préparés soit par décyanoéthyla-
tion des triesters B-cyanoéthyles,’ soit par déméthylation des triesters méthylés’ 5Ta,
5Aa, 5Ca et SGa correspondants.

D’autre part, 4 partir du diester (DMTr)T-CIPh 2Ta et du triester T ¥ CNEt
1Ta,’ le tétranucléotide totalement protégé 6 a été synthétise':® (Schéma 3). L’hy-
droxyle-5’ du tétranucléotide 7 obtenu par détritylation du composé 6 a été 4 son
tour phosphorylé par le syst¢éme chlorophosphate 3e-pyridine-DMTe, La CCM du
mélange réactionnel montre que la réaction est aussi compléte aprés environ 1-2 h &
la température ambiante. Le sel de pyridinium du tétranucléotide pentaphosphate 8
a été isolé sous forme de solide blanc avec un bon rendement (90%).
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SCHEME 3 Les abreéviations sont suggerées par IUPAC-IUB Biochemistry, 9, 4022 (1970). La liaison
phosphodiester est représentee par un trait et la liaison phosphotriester est représenté par le symbole ( F).
Chaque phosphate internucléotidique est protégé par le groupe p-chlorophenyle CIPh; le phosphate-3’
terminal est protége par le groupe CIPh et CNEt ( 8-cyanoethyle).

DISCUSSION

Dans la réaction de la pyridine avec les alkylarylhalogénophosphates 3a A 3e, la
formation d’halogénure alkyle résulte du mécanisme a (Schéma 4), selon lequel la
pyridine, dans une premitre étape, déplace I’halogénure qui déalkyle ensuite le
phosphopyridinium 9; par contre, la présence de I'ion alkylpyridinium pourrait
résulter 4 la fois des mécanismes a (RX + pyridine) et b (déalkylation de 3 par la
pyridine) (mécanisme SN,C).
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Dans le cas des méthylarylbromophosphates 3a, 3b et 3¢, la faible proportion de
bromure de méthyle observée par rapport a celle du méthylpyridinium ne permet pas
de préciser I'importance relative de ces deux mécanismes. En effet le spectre de
RMN 'H enregistreé sitdt le bromure de méthyle ajouté a la pyridine dans les mémes
conditions que précédemment, montre la transformation instantanée du singulet
correspondant & CH,Br (8 = 2,5 ppm) en un singulet (8 = 4,6 ppm) correspondant
a lion méthylpyridinium. Lorsque I’halogénure libéré (MeCl pour 3e et EtBr pour
3d) est moins réactif que le bromure de méthyle, sa proportion observée 4 un instant
donné, devient importante (3e) et largement prédominante quand la déalkylation de
I’halogénophosphate est trés rapide (3d). Ces résultats suggérent que le mécanisme a
serait prédominant sinon presque exclusive pour les bromophosphates.

La pyridine extrémement utilisée en synthése nucléotidique comme milieu
réactionnel et accepteur d’acide, intervient donc profondément sur le cours de ces
réactions de phosphorylation. La trés grande labilité de la liaison P—Br de 3a
permet donc d’obtenir les nucléoside-3’ phosphotriesters 5Ta, SAa, 5Ca et 5Ga selon
la voie a, ’agent phosphorylant serait ici le bromophosphate 3a ou le complexe
phosphopyridinium 9; le chlorophosphate 3e beaucoup moins réactif que son
analogue 3a est en grande partie désactivé par déméthylation avant de réagir avec
I’hydroxyle-3’ des nucléosides 4T, 4A, 4C et 4G. Avec le nucléoside 4T, la formation
presque exclusive et avec la méme vitesse (~ 2 h) du diester 2Ta, 4 partir du
bromophosphate 3a et du chlorophosphate 3e selon la voie 8, passe vraisemblable-
ment par Pintermédiaire ionique du type phosphopyridinium 11, quelle que soit la
nature de la liaison P—X de départ. La structure phosphopyridinium 11 ainsi que le
métaphosphate 12 (monomere ou trimere) ont été déja proposés comme intermeédi-
aires possibles formés lors de la réaction de couplage d’'un monoester 13 avec un
alcool dans la pyridine et en présence d’agents de condensation tels que le di-
cyclohexylcarbodiimide®’® ou un arylsulfonylchlorure.!! Le complexe phos-
phopyridinium de type 11 n’a pas été isolé a notre connaissance, cependant, certains
phosphoammoniums analogues 14'? et 15" ont pu 2tre isolés et étudiés (Schéma 5).
De plus, le manque de réactivité du mélange pyridine-halogénophosphate (3a ou 3e)

(ArOPO,). Ro—ﬁ(o@)2

12 13

N Me N& ~N—Me
3 / \@/
RO—-P\ RO—P\
g O@ g O@
14 15

SCHEMA 5
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vis-a-vis des nucléosides 4A, 4C et 4G est un argument en faveur de I'intermédiaire
du type ionique 11 plutdt que du métaphosphate trés réactif.

Dans la pyridine et en présence de DMTe, la phosphorylation des quatre
désoxynucléosides par le chlorophosphate 3e conduit aux nucléosides-3’ phos-
phodiesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ta quelle que soit la voie de synthése utilisée (a ou 8)
(sauf pour le nucléoside 4T selon la voie a). L’effet catalytique du DMAPy'* 1% et de
la TMA!¢ déja signalé dans les réactions d’acylation, est retrouvé ici, par contre le
tétrazole,"">'7 trés utilisé pour activer les réactions de couplage de nucléotides, est
inefficace.

Le systéme chlorophosphate-pyridine-DMTe permet en outre d’introduire en une
seule étape un groupe arylphosphodiester en 5° d’'un ODN protégé.

Les résultats de cette étude montrent que le systéme chlorophosphate 3e-
pyridine-DMTe est un systtme monofonctionnel particuli¢rement efficace pour
introduire un groupe arylphosphodiester soit en 3’, soit en 5" d’un nucléoside ou d'un
nucléotide. De plus, cette réaction de phosphorylation peut étre réalisée en présence
de groupements protecteurs sensibles en milieu acide et basique tels que les groupes
diméthoxytrityle et S-cyanoéthyle.

Essais de Phosphorylation des Nucléosides 4T, 44, 4C et 4G par les Halogénophosphates
Selon la Voie a

On ajoute sous agitation et &—20°C une solution benzénique (0,3 ml) d’halogéno-
phosphate (3a,3e) (1 mmol) & une solution de nucléoside (4T,4A,4C,4G) (0,33
mmol) et de “base” (MI, Py, TMA, TEA, DMTe) (3 mmol)'® dans le solvant
(acétonitrile ou pyridine) (2 ml); on laisse le mélange réactionnel revenir 4 la
température ambiante puis suit 'évolution de la réaction par CCM (Tableaux II et
I11).

Phosphorylation des Nucléosides 4T, 44, 4C et 4G par les Halogénophosphates Selon la
Voie B

La solution benzénique (0,3 ml) d’halogénophosphate (3a,3e,3g) {1 mmol) est
ajoutée sous agitation 3—20°C a une solution de “base” (DMTe, TMA, DMAPy, Te)
(3 mmol)'® dans la pyridine (3 ml). L’addition terminée, on continue I'agitation 30
mn & la température ambiante puis ajoute & 0°C une solution de nucléoside
(4T, 4A,4C,4G) (0,33 mmol) dans la pyridine (0,5 ml). On laisse le mélange
réactionnel revenir a la température ambiante puis suit 'évolution de la réaction par
CCM (Tableaux II et I1I).
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