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La thymidylyl-(3’-S)-thymidine ou d(TpT) constitue un excellent mod&le pour 
1’Ctude des modifications chimiques radio-induites du fra_gmnt thymine de la mol&ule 
d’acide dCsoxyribonuclCique en solution aqueuse I. L’action des radicaux hydroxyles 
issus de la radiolyse de l’eau* conduit B la formation prkpondCrante de dinucleoside- 
monophosphates modifiCs sur le cycle pyrimidique3. Le melange complexe ainsi ob- 
tenu n’a pu iZtre rtsolu par l’utilisation de mCthodes d’analyse d’esters phosphoriques 
telles que les sCparations sur couche mince d’absorbants cellulosiquesJd ou la chroma- 
tographie liquide B haute performance (HPLC) ‘,*. Une meilleure approche tiside dans 
Ie choix d’un substrat convenablement protCgC, en l’occurence l’ester cyanodthylique 
du dTpOAcdT ou dTp(ce)OAcdT (I). La Gparation complete des principati d&iv& 
dinucICotidiques de radiolyse en solution aqueuse a&& de I a Cte obtenue par analyse 
chromatographique bidimensionnelle sur couche mince de gel de silice. Le melange 
de quatre diastCrCoisom&es rt%ult.ant de la dihydroxylation de la liaison 5,6-pyrimidi- 
que ant Cti Cgalement &par&s par HPLC de partage sur un support microparticulaire 
de silice. 

PARTlE EXPeRIMENTALE 

Chromatographie fiquide ci haute performance 
Les Gparations analytiques de chromato_maphie liquide 2 haute performance ant 

6th effect&es avec un ensemble Waters (Milford, Mass., E.U.) cotiprenant un systeme 
de pompe M6000 et l’injecteur universe1 B boucle U6K. Les dinuclCoside-monophos- 
phates Ctaient dCtectCs & une longueur d’onde de 260 nm avec un spectrophotom&tre 
W Cecil CquipC d’une cuve.de 8 ~1. Les colonnes (25 cm x 4.7 mm I.D.) ont it& pr&- 
par&s par remplissage dynamique en voie humide selon la technique de Coq el aZ.’ Les 
suspensions de microparticules (10 pm) de silice Partisil (Whatman, Clifton, N.J., 
E-U.) dans le tetrachlorure de carbone et de silicc greff& C1s Nucleosil (Macherey- 
Nagel& Co, Duren, R.F.A.) dans le n-butanol &Gent homog&&Ses par sonication- 

Les separations B 1’Cchelle preparative ont Cti effectuks sur une colonne 
Prep-Pak (30 cm x 5.7 cm I.D.) de silice Bondapak (50-70 pm) B l’aide du chromato- 
graphe liquide Prep LC 500 equiM d’un refractom&re differentiel Waters RI 401. 
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L’eau tridistillke et les solvants organiques etaient filtres respectivement sur des mem- 
branes Millipore HA et FH (0.45 !trn). 

Chromarographie mr coache mince 
Les analyses chromatosraphiques bidimensionnelles sur feuilles de plastique 

recouvertes de gel de silice 60 Fzj, (Merck, Darmstadt, R.F A.) pr@tes ti l’emploi ont 
Cte effectutes h l’aide de systemes de solvant I: chloroforme-methanol-eau (4:2:1), 
phase inferieure addition&e de 5 7; de mCthanol’Oet II : a&ated’&hyle-propanol-2-eau 
(75 : 16 :9). Les dinucleoside-monophosphates froids sont detect& par observation du 
chromatogramme sous une lampe UV Cmettant 2 254 nm. Les d&iv& (“C) sont mis en 
evidence par autoradiographie apres exposition d‘un film Kodirex (Kodak) pendant 
15 heures. 

Prkparatiott des dinucle’oside-monophosphates 
Le composC I a etC prCparC par condensation de la 0-trityl-5’-thymidine et de 

la 0-acCtyl-3’-thymidine en presence de cyanoCthy1 phosphate de pyridinium et de 
chlorure de triisopropylbenztne sulfonyle”. 

La radiolyse earnma de solution aqueuse oxy_gCnee de dTp(ce)OAcdT 10-311-1 a 
CtC effectuee B l’aide d’une source de cobalt-60. Le debit de dose qui a CtC determine 
par la mCthode de Fricke” est de 13 krad/min. Les solutions irradiCes gtaient concen- 
trees jusqu‘g siccite par evaporation sous vide avant les analyses chromatographiques. 

La characterisation des dinucleoside-monophosphates radio-induits repose sur 
I‘hydrolyse enzymatique de leur liaison phosphodiester par action des .exonuclGases 
de venin de serpent EC 3.1.4.1 (Sigma, St. Louis, MO., E.U.) et de rate de veau EC 
3.1.4.18 (Worthingon, Freehold. NJ.. E-U.). Les nucleosides ainsi lib&&, correspon- 
dant respcctivement aux fragments 3’ et 5’ terminaux, ont CtC identifies par comparai- 
son avec les substances ttZmoins’z~l~. 

RfSULTATS ET DISCUSSION 

St;paration des diasrt;rPoisomPres de I’ester cJ*attor’tltyiiqlte de la thytlidyl~l-(3’-.5’)-0- 
acPt~l_3’-t~t~ttliditte 

Le composC I a et6 purifie par chromatographie liquide preparative sur gel de 
silice Prepak 500 (Waters). Dans ces conditions plus de 1 g du triester I sont &par& 
de la thymidine-3’-O-a&y1 residuelle et des divers agents de condensation. Le 
dinucleoside-monophosphate I qui apparait homogtne par analyse chromatographi- 
que sur couche mince de silice (solvants I et II) ous par HPLC analytique sur colonne 
de Partisil jsolvant II) est en fait constituC d’un melange de deux diastCreoisomeres 
(Fig. 1 j en raison de la chiralitC du sroupement phosphate trisubstitu?5,‘6. Les deux 
dinucleoside-monophosphates ont CtC sCparCs par chromatographie liquide de partage 
en phase inverse sur une colonne de silice greffee (RP-18) avec le systLtme de solvants 
binaire eau-methanol (7:3) (Fig. 2). L’excellente puretC de chacun des diast&eoiso- 
m&es ainsi obtenu est confirmie par l’examen de leur spectre de rCsonance magneti- 
que nucleaire protonique (Fi s_ 3). La grande similitude des parami+tres de resonnance 
ma_@tique nuclCaire protonique B l’exception d’une li$re difference dans les valeurs 
de deplacements chimiques des protons anomtriques est en faveur d-une quasi identite 
des propri&Cs conformationnelles des cycles osidiques respectifs des deux diastereoiso- 
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Fig. 1. Structure chimique des deux diastkrioisomkes de I_ 
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Fig. 2. SCparation des deux diastCrkoisomitres A et B de I par HPLC en phase inverse sur une 
colonne de silice Cl3 Nucl~osil (debit 1 ml/min). XrL = 5.2; X-b = 9.4. 

m&es. L’orientation diffkente (axiale ou tquatoriale) du groupement cyanoCthylique 
pour chacun des deux dinucleotides17 est probablement Q l’origine de Icur separation 
(a = 1.15) sur colonne de silice greffee CIS. Ce comportement chromatographique 
distinct est le reflet de l&$res difference des forces dispersives entre solutt, solvant et 
phase stationnaire qui sont h l’origine d-interactions non sptcifiques de type lipophi- 
le1s919_ 

Analyses chromatographiques des dilluclPoside-nlotopltosphates form& par radio&se 
gamma de solution aquerrse de dTp(ce) OAcdT(I) 

La degradation radio-induite de I en solution aqueuse aCrke engkndre principa- 
lement aux faibles doses de rayonnement des dinuclkoside-monophosphates modifiks 
sur un des deux cy.cles pyrimidiques 3_ La degradation hydrolytique des hydroxyS(S)- 
hydroperoxydes 6(5) form& transitoirement” conduit 2 la formation de huit diastk 
rkoisomkres possibles presentant un r&idu dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thyminyle 
(II-IX) (Fig. 4) et aux deux dtrivCs de type formamide (X et IX). Le melan_ge de ces 
divers nucleotides a CtC totalement r&olu par analyse chromatographiQue bidimension- 
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Fig. 3. Spectres de resonance magnetique nucleaire protonique (250 MHz) des diasttWoisom&es A 
(supCrieur) et B (infkieur) de I dans le methanol deutki0. 

nelle sur couche mince de gel de silice (Fi g. 5) h l’aide des systtmes de solvant p&ala- 
blement mis au point pour la separation de dCoxy-2’-ribonuclCosides’0. Les triesters 
modifiks sur le fragment terminal 3’ montrent une plus grande mobilit chromatogra- 

phique que les dCrivCs correspondant de degradation en 5’ dans les deux solvants I et 
II (Tableau I). L’accessibilitC des fonctions polaires hydroxyles et formamide qui 
jouent un r6le important dans le comportement chromatographique de II-XI par le 
biais d’interactions avec les groupements silanols de la phase stationnaire apparait 
plus difficile pour les d&+&s de modifications en 3’ (VI-IX et XI) que pour leurs 
homolo_gues en 5’ (II-V et X). L’examen de modkles molkulaires CclatCs de VI-IX et XI 
montre que la fonction diol ou formamide se trouve Q proximitk du groupement 
phosphate lorsque l’aglycone adopte une conformation anti p&fkrentielIe autour de Ia 
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Fig. 4. Structure chimique des diastereoisomeres pyrimidiques cis et rrurr.r de la thymidylyl-(3’-S’)-O- 
acetylJ’-dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidine (VI-IX) et de la dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymi- 
dyiyl-(3’-5’)-0-adtyl-3’-thymidine (II-V). 

I It hCETATE d’ETHYLE -PRO PANOL-2-EAU (75:%:9, 
II 

Fig. 5. Separation bidimensionnelle sur couche mince de silice des principaux dinucleotides radio- 
induits de I (voir Fig. 4 et Tableau I). 
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TABLE I 

VALEURS DE RF DE DINUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATES RADIO-INDUITS 
Solvant I = chloroforme-mCthanol_eau (4:2:1) phase infkieure addition&e de 5% de methanol; 
solvant II = acetate d,*ethyle-propanol-2-ear.r (75:16:9). 

Esters CyanoPthyliques Valeurs de RF 

Solvant I Solvant II 

Thymidylyl-(3’-5’)-0-acCtylJ’-thymidine (I) 0.67 0.53 
Dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidylyl (SS, 6R)-cis(+) (3’-5’)-O-acetyl- 

3’-thymidine (II) 0.38 0.40 
Dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidylyl(5R, 6S)-cis(-) (3’-5’)-O-acetyl- 

3’-thymidine (III) 0.34 0.42 
Dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidylyl (SS, 6S)-rmns( -) (3’-S’)-O-ac&yl- 

3’-thymidine (IV) 0.35 0.53 
Dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidyly1(5R, 6R)-iruns (3’-5’)-0- 

acetyl-3’-thymidine (V) 0.40 0.60 
Thymidylyl-(3’-5’)-0-ac~tyl-3’-dihydroxy-5,6-dihydro-5,6-thymidine 

(5S, 6R)-cis(i) (VI) 0.51 0.53 
Thymid~l~-l-(3’-5’)-O-acCtgl-3’-dih~droxg-5,6-dih~dro-5,6-thymidine 

(5 R, 6S)-cis( -) (VII) 0.45 0.56 
Thymidylyl-(3’-5’)-O-ac~tylJ’-dih~droxy-5,6-dihydro-5,6-thymidine 

(55, 6S)-trans( -) (VIII) 0.46 0.66 
Thymidylyl-(3’-5’)-0-ac~ty1-3’-dihydroxg-5,6-dihydro-5,6-thymidine 

(5R, 6R)-fram(+) (IX) 0.51 a70 
0-Acetgl-3’-thymidylyl-(5,-3,)-N (desoxy-2-B-D-erytro-pentofuranosyl)- 

formamide (X) 0.50 0.34 
Thymidylyl-(3,-5,)-N (O-acetyl-3-d&oxy-2-~-D-er~r~zro-pentofuranosyl)- 

formamide (XI) 0.60 0.46 

5 10 
* 

Tempt 
(min.) 

Fig. 6. Separation des prod&s II-V sur colonne de silice Partisil 10 !cm B l’aide du solvat II (debit 
1 ml/min). k& = 3.8; kill = 3.0; k;, = 2.0 et kG = 1.4). 
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liaison N-glycosylique comme cela a CtC montre recemment pour les nuclCosides 
correspondants”. 

Ces analyses sur couche mince ont Ctt transposees en HPLC de partage sur gel 
de silice Partisil pour le systkme de solvant IL En particulier les quatre diastereoiso- 
meres des esters cyanoethyliques de la thymidylyl-(3’-S)-0-acetyl-3’-dihydroxy-5,6- 
dihydro-5,6-thymidine (II-VI), sont totalement s&pares sur une colonne de Partisil 
microparticulairk de 10 pm (25 cm x 4.7 mm) en moins de 15 min (Fig. 6). 

CONCLUSION 

Les separations analytiques sur couche mince de silice des principaux produits 
de degradation radio-induite des esters cyanotthyliques de la thymidylyl-(3’-5’)-0- 
adtyl-3’-thymidine (I) peuvent etre effectuees a une echelle semi-preparative. L’hydro- 
lyse-alcaline menagee” des triesters phosphoriques ainsi obtenus engendre quantitati- 
vement les dinucleoside-monophosphates dtprotegts correspondants. L’accessibilite 5 
ces derives rend possible l’analyse de leurs proprietes conformationnelles par reso- 
nance ma_&tique nucleaire protonique et l’etude de la sptcificitt d’exonuclCases2’sz3 
telles que Ies phosphodiesterases de rate et de venin de serpent. 
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