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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 8-cyanoethyl groups. 

Le systeme methylarylhalogenophosphate-pyridine- 1,5-dimethyl~etrazole permet d’introduire en une 
;tape le groupe arylphosphodiester soit en 3’ soit en 5’ d’un desoxynuclkoside ou d’un nucleotide porteur 
de groupements protecteurs sensibles en milieu acide et basique. 

INTRODUCTION 

La methode au phosphotriester m~difie’-~ connait actuellement un developpement 
considerable en synthbse d’oligodesoxynuclbtide (ODN); cette stratkgie consiste a 
coupler l’hydroxyle-5’ d‘un nuclkotide convenablement protege 1 (R = P-cyano- 
ethyle) avec un nucleoside-3’ phosphodiester 2 (Schema 1). 

En vue de mettre au point de nouvelles synthbes simples de nuclbside-3‘ 
phosphodiesters 2 et de triesters de type 1 (avec R = Me, alkyle.. . ), nous avons 
synthetist et Ctudit les bromophosphates c o m e  rkactifs de phosphorylation; 6,7  

nous avons observe que le methyl-p-chlorophknylbromophosphate 3a rkagit avec les 
desoxynuclbsides 4T, 4A, 4C et 4G pour donner essentiellement les nucleoside-3’- 
phosphotriesters 5Ta, 5Aa, 5Ca et 5Ga quand le bromophosphate est ajoute a une 
solution de nuclbside dans la pyridine (voie a). Par contre, lorsque les nuclhsides 
4T, 4A, 4C et 4G sont ajoutks a un melange de bromophosphate 3a et de pyridine 
(voie p), on n’obtient pas de triester mais des nucleoside-3’-phosphodiesters 2Aa, 
2Ca et 2Ga avec des rendements de 10 a 15% sauf dans le cas du diester 2Ta 
(Schema 2). 

En vue d’klucider les mkanismes de ces reactions et d’acceder en une etape aux 4 
desoxynuclbside-phosphodiesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ga, nous nous proposons 
d’etudier d’une part, la reaction entre les alkylarylhalogenophosphates 3 et la 
pyridine, et d’autre part de trouver de nouvelles conditions de phosphorylation plus 
efficaces que le systeme pyridinebromophosphate 3a. 
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SCHEMA 2 (q B = Thymine; (A) B = N-benzoyl-adenine; (C) B = N-anizoyl-cytosine; (G) B = N- 
isobutyryl-guanine; DMTr = p-dimethoxytrityle; Py = pyridine; (a) Ar = p-chlorophenyle, X = Br. 

RESULTATS 

La reaction entre les alkylarylhaloghophosphates 3a B 3e avec la pyridine deuteriee 
a 30°C a etC suivie par RMN 'H; les spectres ont ete enregistres sitbt que 
l'halogenophosphate a t t t  ajout6 ii la solution de pyridine deutkribe dans CDCl, 
puis en fonction du temps. 

Pour les halogenophosphates utilises (Tableau I), on observe la diminution ou la 
disparition du groupement ester ROP caractkristique de la reaction de dealkylation 
et l'apparition simultank de I'halogenure alkyle et d'ion alkylpyridinium. La reac- 
tion de dealkylation est tres rapide pour les alkylarylbromophosphates 3a B 3d, 
tandis qu'elle est beaucoup plus lente pour le chlorophosphate 3e. De plus, la 
proportion respective d'halogenoalkyle et d'ion alkylpyridinium formes varie avec la 
nature de l'halogenophosphate. 

Les essais de phosphorylation du 5'-0-dimbthoxytritylthymidine 4T par le methyl 
p-chlorophhylbromophosphate 3a en presence de bases tertiaires comme catalyseurs 
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TABLEAU I 

Etude par RMN ‘H de la reaction de la pyridine deuteriee avec les alkylarylhalogenophosphates 3 

0 e 
(RO)(ArO)(O)P-X + Py + ( eO)(hO)(0)P- P y + RX + R- P y, Xe  

3 11 

€3 
Temps 3 Rx R Py, Xe 

Ar R X en mn 6) 

a p-CIC6H4 Me Br l a  0 - 15 
10 0 E 

b O-CICeH, Me Br l a  0 - 15 
10 0 e 

15 0 E 

d p-CIC6H4 Et Br la  0 - 90 
10 0 - 80 
15 0 - 70 

10 - 23 - 30 
30 0 33 

c p-MeO,CC,H, Me Br l a  0 - 15 

e p-CIC6H4 Me CI la  - 80 - 7  

- 85 
100 

- 85 
100 

- 85 
100 

- 10 - 20 
- 30 - 13 - 47 

61 

aOn ajoute 6 mmol d’halogenophos hate (3a a 3e) a une solution de pyridine deuteriee (0,5 ml) et 
de CDCI, (0,5 ml). Le spectre RMN H (spectrographe Perkin-Elmer R12) est enregistre des que le 
melange est effectue. L’evolution du milieu reactionnel a 30°C a ete determinee en suivant d‘une part 
le groupement ester ROP [(MeOP doublet (d) S - 3,%4 ppm, J = 1415  Hz), (CH,-E,OP 
multiplet 6 - 4,4 pprn)] et d’autre part l’apparition d’halogenure alkyle et d’ion alkylpyridinium 
[(MeBr singulet (s) 6 = 2,58 pprn), (MeCI (s) S = 3 pprn), (MeCH,Br, Me S - 1,55 ppm, CH, 

6 - 3,45 ppm), (Me- NC,D, (s) S - 4,6 pprn), (MeCH,NC,D,, Me 6 - 1,55 ppm, CH, 6 - 5,15 

P 

e e 
- 

ppm)l. 

nuclbphiles ont Cte realisks d’abord dans l’acetonitrile puis dans la pyridine, les 
proportions des composts formant le melange reactionnel ont etk estimkes par 
chromatographie sur couche mince (CCM). 

Dans l’acetonitrile (Tableau 11), la phosphorylation du 5’-0-dimethoxytri- 
tylthymidine 4T par le methyl p-chlorophknylbromophosphate 3a (selon la voie (w) 

en presence de methyl-1 imidazole (MI) ou de pyridine conduit essentiellement au 
triester 5Ta. 

Dam les memes conditions, la trimethylamine (TMA) et la triethylamine (TEA) 
donnent par contre, essentiellement le diester 2Ta a c6tC de faibles quantites de 
triester 5Ta; cette reaction de formation de diester 2Ta est beaucoup plus lente que 
celle du triester 5Ta et necessite quelques heures a la temperature ambiante. Lorsque 
la reaction est rkaliske selon la voie p et en presence de MI, seule une trace de 
compose ionique est formbe et l’essentiel du nuclbside 4T est retrouve intact. 

Dans la pyridine (Tableau 111), contrairement au bromophosphate 3a qui donne 
essentiellement les nuclbside-3’ phosphotriesters STa, 5Aa, 5Ca et 5Ga,7 la phos- 
phorylation des quatre dtsoxynuclbsides proteges 4T, 4A, 4C et 4G selon la voie (w 

par le chlorophosphate 3e conduit, aprbs 3 h a la temperature ambiante, seulement a 
des traces de triesters 5Aa, 5Ca et 5Ga et environ 30% de triester 5Ta. Par contre, 
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TABLEAU I1 

Phosphorylation du 5’-0-dimethoxytri tylthymidine 4T par le methyl p-chlorophenylbromophosphate 3a 
en presence debase R3N et dans I’acetonitrile 

(DMTr)T + (MeO)(ClPhO)(O)PBr CH,CN R3N f (DMTr)T T Me + (DMTr)T-CIPh 

4T 3a 5Ta 2Ta 

Voie de Duree 4T 5Ta 2Ta 
R3N Syn these a a 20°C (W (%) 

MI a 30 min 0 > 95 E 

3 h  - 100 0 E 

a 30 min 0 - 95 - 5  
a 3 h  0 E 90-95 

Py 
TMA 
TEA a 3 h  - 10 - 10 - 15 
DMTeb a 

B 

aa: addition de 3a (3 equivalents) a la solution de 4T (1 equivalent) et de R,N (8 equivalents) dans 
I’acetonitrile; /3: addition de 4T ( I  equivalent) a la solution de 3a (3 equivalents) et de MI (8 
equivalents) dans I’acetonitrile. 

bOn observe que le 5’-OH est detrityle. 

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

Lorsqu’on fait rtagir le chlorophosphate 3e avec les quatre nuclbsides dans la 
pyridine et en presence de composb tels que le DMTe, la TMA, la p-dimtthyl- 
aminopyridine (DMAPy) et le 1H-tttrazole (Te), on observe que le DMTe catalyse 
tres nettement la rtaction de formation des diesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ga. La CCM 
du milieu ritactionnel indique que ces derniers composes sont formtts exclusivement 
aprks 3 h de reaction A la temperature ambiante lorsqu’on ajoute les nuclbsides a un 
mklange de chlorophosphate 3e et de DMTe dans la pyridine (voie p) ;  les mCmes 
diesters sont aussi obtenus avec de bons rendements a c6tt de faibles quantitks de 
triesters (2630% de 5Ta et - 2 4 %  de SAa, 5Ca, 5Ga) quand le chlorophosphate est 
ajoutt: 21 une solution de nucleosides et de DMTe dans la pyridine. 

Les quatre nuclbside-3’ phosphodiesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ga obtenus selon la 
voie p, apres extraction au chloroforme, donnent une tache unique en CCM; ces 
composes ont ete identifies avec les m&mes produits prepares soit par dkcyanoethyla- 
tion des triesters /3-~yanoCthyles,~ soit par demethylation des triesters mCthyl&s7 STa, 
5Aa, 5Ca et 5Ga correspondants. 

D’autre part, A partir du diester (DMTr)T-ClPh 2Ta et du triester T T CNEt 
lTa,’ le tetranuclbtide totalement protegk. 6 a t t t  synthktist’,’ (Schkma 3). L‘hy- 
droxyle-5’ du tttranuclbtide 7 obtenu par detritylation du compose 6 a tttk B son 
tour phosphorylt par le systeme chlorophosphate 3e-pyridine-DMTe. La CCM du 
melange rkactionnel montre que la rtaction est aussi complete aprb environ 1-2 h a 
la temptrature ambiante. Le sel de pyridinium du tttranuclbtide pentaphosphate 8 
a Ctt isole sous forme de solide blanc avec un bon rendement (90%). 
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ArO, 
P -x 
.O 

@ * / I 1  

( 0 M T r ) T - C I P h  + TTCNEt  
- 2Ta 1% 

( D M T r ) T T T T T T T i C N E t  6 

T T T T  T 7 T 7  CNEt 7 

i.&-Py - DMTe 

C I P h - T T T T T T T T  CNEt 8 

SCHEME 3 Les abreviations sont suggerees par IUPAC-ZUB Biochemistry, 9, 4022 (1970). La liaison 
phosphodiester est representee par un trait et la liaison phosphotriester est represente par le symbole (7). 
Chaque phosphate iaternucleotidique est protege par le groupe p-chlorophenyle CIPh; le phosphate-3' 
terminal est protege par le groupe ClPh et CNEt (P-cyanoethyle). 

DISCUSSION 

Dans la rtaction de la pyridine avec les alkylarylhalogknophosphates 3a h 3e, la 
formation d'halogknure alkyle rksulte du mtcanisme a (Schtma 4), selon lequel la 
pyridine, dans une premikre Ctape, dkplace l'halogenure qui dtalkyle ensuite le 
phosphopyridinium 9; par contre, la presence de l'ion alkylpyridinium pourrait 
rtsulter h la fois des mecanismes a (RX + pyridine) et b (dealkylation de 3 par la 
pyridine) (mixanisme SN,C). 

3 

b '  

1. 
Q 

0 
Ar0,ll 0 

R' 
p0,P-PY 

I 
9 

11 

SCHEMA 4 
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PHOSPHOAMMONIUM PHOSPHORYLATION OLIGONUCLEOTIDIQUE 363 

Dans le cas des methylarylbromophosphates 3a, 3b et 3c, la faible proportion de 
bromure de mkthyle observk par rapport a celle du mkthylpyridinium ne permet pas 
de prtciser l'importance relative de ces deux mkanismes. En effet le spectre de 
RMN 'H enregistre sit6t le bromure de mkthyle ajoutt la pyridine dans les mCmes 
conditions que prkcidemment, montre la transformation instantank du singulet 
correspondant a CH,Br (6 = 2,5 ppm) en un singulet (6 = 4,6 ppm) correspondant 
ii l'ion mtthylpyridinium. Lorsque l'halogknure libCri: (MeC1 pour 3e et EtBr pour 
3d) est moins reactif que le bromure de mkthyle, sa proportion observCe a un instant 
donne, devient importante (3e) et largement predominante quand la dkalkylation de 
l'halogenophosphate est trbs rapide (3d). Ces resultats suggkrent que le mecanisme a 
serait prkdominant sinon presque exclusive pour les bromophosphates. 

La pyridine extrcmement utilisk en synthbse nucltotidique comme milieu 
rkactionnel et accepteur d'acide, intervient donc profondement sur le cours de ces 
reactions de phosphorylation. La trbs grande labilite de la liaison P-Br de 3a 
permet donc d'obtenir les nuclhide-3' phosphotriesters 5Ta, 5Aa, 5Ca et 5Ga selon 
la voie a, l'agent phosphorylant serait ici le bromophosphate 3a ou le complexe 
phosphopyridinium 9; le chlorophosphate 3e beaucoup moins reactif que son 
analogue 3a est en grande partie dCsactivC par dkmkthylation avant de rtagir avec 
l'hydroxyle-3' des nuclbsides 4T, 4A, 4C et 4G. Avec le nuclbside 4T, la formation 
presque exclusive et avec la m8me vitesse (- 2 h) du diester 2Ta, a partir du 
bromophosphate 3a et du chlorophosphate 3e selon la voie /3, passe vraisemblable- 
ment par l'intermkdiaire ionique du type phosphopyridinium 11, quelle que soit la 
nature de la liaison P-X de depart. La structure phosphopyridinium 11 ainsi que le 
metaphosphate 12 (monomkre ou trimbre) ont CtC dkja proposes comme intermidi- 
aires possibles formts lors de la reaction de couplage d'un monoester 13 avec un 
alcool dans la pyridine et en presence d'agents de condensation tels que le di- 
cyclohexylcarbodiimide8-'0 ou un arylsulfonylchlorure. ' ' Le complexe phos- 
phopyridinium de type 11 n'a pas CtC isoli: a notre connaissance, cependant, certains 
phosphoammoniums analogues 1412 et 1513 ont pu &re isoles et ttudits (Schkma 5). 
De plus, le manque de reactivite du melange pyridine-halogenophosphate (3a ou 3e) 

12 13 

RO- 

14 15 

SCHEMA 5 
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vis-a-vis des nuclkosides 4A, 4C et 4G est un argument en faveur de l’intermkliaire 
du type ionique 11 plutbt que du metaphosphate trts rkactif. 

Dans la pyridine et en presence de DMTe, la phosphorylation des quatre 
desoxynuclbsides par le chlorophosphate 3e conduit aux nuclkosides-3’ phos- 
phodiesters 2Ta, 2Aa, 2Ca et 2Ta quelle que soit la voie de synthbe utiliske (a ou ,B) 
(sauf pour le nuclbside 4T selon la voie a). L’effet catalytique du DMAPyl4.’’ et de 
la TMAI6 dkja signal6 dans les reactions d’acylation, est retrouve ici, par contre le 
tktraz~le,’.~* l7 trks utilisk pour activer les rkactions de couplage de nuclhtides, est 
inefficace. 

Le systtme chlorophosphate-pyridine-DMTe permet en outre d’introduire en une 
seule etape un groupe arylphosphodiester en 5‘ d’un ODN protegk. 

Les rksultats de cette etude montrent que le systtme chlorophosphate 3e- 
pyridine-DMTe est un systtme monofonctionnel particulierement efficace pour 
introduire un groupe arylphosphodiester soit en 3’, soit en 5‘ d’un nucleoside ou d’un 
nuclbtide. De plus, cette rkaction de phosphorylation peut &re realisk en presence 
de groupements protecteurs sensibles en milieu acide et basique tels que les groupes 
dimkthoxytrityle et P-cyanoethyle. 

Essais de Phosphorylation des Nucliosides 4T, 4A, 4C et 4Gpar les Halogenophosphates 
Selon la Voie a 

On ajoute sous agitation et h-2O”C une solution benzknique (0,3 ml) d’halogkno- 
phosphate (3a,3e) (1 mmol) a une solution de nuclkoside (4T,4A,4C,4G) (0,33 
mmol) et de “base” (MI,Py,TMA,TEA,DMTe) (3 mmol)18 dans le solvant 
(acktonitrile ou pyridine) (2 ml); on laisse le melange reactionnel revenir a la 
temperature ambiante puis suit l’kvolution de la rkaction par CCM (Tableaux I1 et 
111). 

Phosphorylation des Nucliosides 4T, 4A, 4C et 4Gpar les Haloginophosphates Selon la 
Voie /3 

La solution benztnique (0,3 ml) d‘halogenophosphate (3a, 3e, 3g) (1 mmol) est 
ajoutee sous agitation a-20°C a une solution de “base” (DMTe, TMA, DMAPy, Te) 
(3 mmol)I8 dans la pyridine (3 ml). L‘addition termink, on continue l’agitation 30 
mn la temperature ambiante puis ajoute h 0°C une solution de nucleoside 
(4T,4A,4C,4G) (0,33 mmol) dans la pyridine (0,5 ml). On laisse le mklange 
rkactionnel revenir a la temperature ambiante puis suit l’evolution de la rkaction par 
CCM (Tableaux I1 et 111). 
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